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Franz Knoop zum Gedachtnis 
20. 9. 1875 — 2. 8. 1946 


Mit Franz Knoop verlor die deutsche Physiologische Chemie 
einen ihrer hervorragendsten Vertreter, Wer ihn auf unseren Tagungen, 
besonders den internationalen Kongressen, gesehen und erlebt hat, wo 
er sprachgewandt in die Diskussionen eingriff oder in kleinerem Kreise 
sich lebhaft mit auslandischen Kollegen unterhielt, von denen er viele 
persénlich kannte, und unter denen er manchen Freund besaB, der wird 
diese Einreihung unter die GroBen unseres Faches gelten lassen. Knoop 
war ein klarer Kopf, von einem starken Willen beseelt und dabei ein 
Lebenskiinstler mit weiten Interessengebieten. Schon sein AuBeres lieB 
erkennen, wie sehr er stets bestrebt war, K6rper und Geist in Harmonie 
zu bringen. Er war ein guter Bergsteiger und Kletterer, er hatte es 
schon friihzeitig beim ' Skisport’ zum eleganten und ausdauernden 
Tourenlaufer gebracht: er genoB aber ebenso sehr die stillen Reize 
einer Landschaft, das wundervolle Bild der von der Abendsonne er- 
warmten Breisgauberge mit dem ragenden Miinsterturm und von seinem 
Tiibinger Berggarten aus das Panorama der Alb: er war ein begeisterter 
Jager und eifriger Heger: er war in jeder Beziehung auch in der freien 
Natur zu Hause. 

1875 in Schanghai als Sohn eines deutschen Kaufmanns geboren, 
verlebte er seine Jugend in Hamburg, besuchte dort das Johanneum, 
studierte darauf in Freiburg, Kiel und Berlin Medizin, promovierte in 
Freiburg mit einer klinischen Arbeit und widmete sich dann erst der 
Physiologischen Chemie. Zum Wintersemester 03/04 kam Knoop aus 
dem Hofmeisterschen Laboratorium in StraBburg nach Freiburg. 
Mit der neuen Studien- und Priifungsordnung der Mediziner sollte dort 
auch die Physiologische Chemie als neues Fach, zunachst nur als Do- 
zentur wieder eingerichtet werden. 

Ich lernte Knoop in seiner ersten Vorlesung, meinem letzten vor- 
klinischen Semester in Freiburg, kennen. Sein Vortrag war frei, nur 
wenige Notizblatter benutzte er zur Unterstiitzung. Er sprach lang- 
sam und ohne Pathos, in seinen Bewegungen ruhig und beherrscht. 
Jeder Satz war gleichsam gemeiBelt, iiberlegt. Knoop war schon da- 
mals ein Meister in der Kunst der Auswahl des Stoffes, des Fort- 
lassens, und er nahm seine Pflicht als akademischer Lehrer sehr ernst. 
Spater, noch in seinen letzten Jahren, gestand er mir, daB er sich 
fiir jede Vorlesung vorbereite, auch fiir solche, die er schon mehr als 
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fiinfzigmal gehalten habe. Dadurch besaBen seine Worte diese letzte 
Feilung und zeigten seine Gedanken die einfach erscheinende Klarheit, 
die auch wir alteren Fachkollegen an ihm bewunderten. Er war ein 
gewandter Diskussionsredner, der Stoff und Form gleichermaBen be- 
herrschte und auch gern in Diskussionen sprach. 

Freiburg hatte 1903 noch zwei chemische Institute: das eine ge- 
hérte zur Naturwissenschaftlichen Fakultét und wurde von Gatter- 
mann geleitet, iiber das andere verfiigte die Medizinische Fakultat, es 
unterstand Kiliani, der allen seinen Mitarbeitern véllig freie Hand 
lieB. Zu ihnen gehérten Knoop und Windaus, ihre Freundschaft datiert 
aus jener Zeit. In StraBburg hatte Knoops Umgebung noch ganz aus 
Biologen bestanden — v. Firth, Spiro, Bethe, Embden, Heub- 
ner, Gildemeister seien hier genannt —, die Chemie empfing er dort 
noch aus zweiter Hand. Das wurde in Freiburg anders, wo er in den 
Verband eines rein chemischen Institutes eintrat. Hier hatte sich eben 
A. Windaus mit einer Arbeit iiber die Konstitutionsermittlung des 
Cholesterins in der Medizinischen Fakultat. habilitiert. Die Tatigkeit in 
einem rein chemischen Institut, die enge Zusammenarbeit und der rege 
Gedankenaustausch, vor allem auch in Kolloquien mit der jiingeren 
Chemikergeneration, gab in Erginzung zum Hofmeisterschen Labora- 
torium Knoops- Arbeiten fortan die Richtung und das Geprage. Aber 
trotzdem bewahrte-er Zeit seines Lebens seinem bewunderten Lehrer 
Franz Hofmeister, bei dem er fast drei Jahre lang tatig war, eine 
groBe Verehrung und tiefe Dankbarkeit. Durch ihn hatte er seine Be- 
rufung erkannt und war der Physiologischen Chemie zugefithrt worden, 
vorbereitet durch die Vorlesung bei Eugen Baumann in Freiburg, 
dem Entdecker des Jods in der Schilddriise. Hofmeister war ein um- 
fassender Geist gewesen, er itiberschaute nocli die gesamte Biologie und 
war erfiillt von neuen Ideen, die er an seine Mitarbeiter freigebig aus- 
teilte. 

Nach Freiburg brachte Knoop seine Habilitationsarbeit ,,Das Ver- 
halten w-phenylsubstituierter Fettsiuren im Organismus“ fast vollendet 
mit. Es ist die klassische Arbeit zum Thema ,,/-Oxydation‘‘ geworden. 
An kérperfremden, aber doch den physiologisch vorkommenden sehr 
ahnlichen synthetisch bereiteten Modellsubstanzen wurden die Vorgange 
im intermediaren Stoffwechsel studiert. um aus der so experimentell 
vollig sichergestellten méglichen Reaktion die wirklichen Vorgange durch 
Analogieschlu8 abzuleiten. Ein groBes Arbeitsgebiet war mit diesem 
Gedanken erschlossen, eine fruchtbare Methode erdacht, die aber auch 
ihre Gefahren in sich barg. Denn was an den Modellen als Haupt- 
reaktion erschien, konnte einen sonst nur wenig beschrittenen Nebenweg 
darstellen, weil die vorhandenen Fermente mit den fremden Substanzen 
nicht in gewohnter Weise rasch fertig wurden. Diese Gefahr besteht 
jedoch bei allen biologischen Untersuchungen. Durch die zur Unter- 
suchung notwendigen Eingriffe wird stets das physiologische Geschehen 
gestért, geaindert, vielleicht sogar in andere Bahnen gedrangt. Diese 
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Uberlegung gilt am Ganztier, an dem Knoop arbeitete, ebenso wie fiir 
das Arbeiten mit iiberlebenden Organen und Zellen, mit Extrakten und 
,reinen‘’’ Fermenten. 

Die Fragen: Wie kommt die f-Oxydation zustande, sind Oxysaure, 
Ketosaéure oder Acrylséure die ersten Zwischenstufen, beschaftigten 
Knoop schon damals sehr. In eleganter Weise zeigte er, daB weder die 
Doppelbindung noch der Carbonylsauerstoff das ,,Gesetz‘‘ der B-Oxy- 
dation aufheben, der dirigierende EinfluB der Carboxylgruppe iiberwiegt 
stets. Knoop lehnte eine mégliche a-Oxydation bei Fettsiuren auch 
spater immer wieder mit aller Scharfe ab. Uber den Verbleib der beiden 
bei der B-Oxydation abgesprengten C-Atome arbeitete Knoop damals 
experimentell nicht. Sie wurden nie gefaBt, und man nahm daher all- 
gemein an, daB durch Saurespaltung Essigsiure entstande. Knoop be- 
sprach wohl diese noch ungeléste Teilfrage der f-Oxydation gelegent- 
lich mit befreundeten Kollegen. Aber in seinen Experimentalarbeiten 
zog er es vor, sich an die Stoffe zu halten, die durch Isolierung, Kri- 
stallisation und Analyse einwandfrei sichergestellt waren. In seinen ge- 
druckten Veréffentlichungen gab er erst recht und aus Grundsatz Spe- 
kulationen nie Raum. DaB aber das Schicksal der beiden Kohlenstoff- 
atome ihm immer am Herzen gelegen hat, wurde der weiteren Offentlich- 
keit erst klar, als er Jahrzehnte spaiter C. Martius als Mitarbeiter an 
sein Tibinger Institut heranzog. Zunachst lagerten sie Brenztrauben- 
saure an Oxalessigsiure an und oxydierten das Zwischenprodukt zu 
Zitronensaure. Damit wurde fiir die Bildung der Zitronensaure im Stoff- 
wechsel ein Weg gewiesen. Dann klarte Martius den Mechanismus ihres 
Abbaus auf und gab so eine Reaktionskette an, wie das Endprodukt 
des anaeroben Zuckerumsatzes nun stufenweise oxydativ ganz abgebaut 
werden kann. H. Wieland und Lynen sowie F. L. Breusch schlossen 
die Reihe, indem sie die Reaktionsfihigkeit des a-C-Atoms in der 
f-Ketosaure aufzeigten, das sich an die Oxalessigséure unter Bildung 
einer acylierten Zitronenséure anlagert. Damit war die Briicke zum 
Fettstoffwechsel geschlagen. Jetzt erst war allen bisherigen Speku- 
lationen iiber die Essigsiure der Boden entzogen und klar geworden, 
weshalb bisher freie Essigsiure nie hatte aufgefunden werden kénnen. 
Man war auf dem Boden der Tatsachen endlich wieder ein Stiick voran- 
gekommen, und dies war nur durch systematische, saubere Kleinarbeit 
gelungen. Die Arbeiten dieses Gebietes sind ein Beispiel dafiir, wie 
Knoop bereit war, mit allen Methoden den physiologischen Vorgangen 
nachzuspiiren, und keineswegs einseitig auf die eine oder andere — z. B. 
die Verfiitterung von etwaigen Muttersubstanzen am Ganztier — fest- 
gelegt war. Die rein chemische Synthese spannte er ebenso in den Dienst 
seiner Forschungen wie die Warburg-Technik. Wo er die Hebel und 
Schrauben hernahm, war ihm einerlei: nur den Blick hinter die Kulisse 
wollte er tun und klar sehen, was im tierischen Stoffwechsel vor sich geht. 

Schon in den ersten Freiburger Jahren, als von Stoffwechsel- 
Chemikern und Klinikern besonders lebhaft die Vertretbarkeit und der 
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Ubergang der Hauptnahrstoffe Eiwei8, Kohlenhydrate, Fett ineinander 
erértert wurde, befaBte sich Knoop in Zusammenarbeit mit Windaus 
mit einer Frage, die ihn spater noch sehr beschaftigen sollte, némlich 
mit dem Problem des Ubergangs von Kohlenhydrat in EiweiB. Sie lieBen 
auf Traubenzucker Ammoniak einwirken in der Meinung, es kénne 
analog der Milchséurebildung durch Alkali unter diesen Bedingungen 
unter Aminierung Alanin entstehen. Sie fanden aber Methylimidazol 
und kamen auf diesem Umwege zur Konstitutionsaufklirung des Histi- 
dins. Mit der Chemie der Eiwei8k6rper direkt beschaftigte sich Knoop 
nur einmal. Von Kiliani bekamen er und Y. Kotake die Riickstande 
des Milchsaftes von Antiaris toxicaria, der in Ostindien als schnell- 
wirkendes Pfeilgift verwandt wird. Sie kristallisierten aus ihm ein auBer- 
gewohnliches Protein mit einem hohen Schwefelgehalt und bestimmten 
mit wenigen Gramm unter den beschrankten Verhaltnissen des Instituts 
soweit wie méglich dessen Bausteine. Jedoch konnte Knoop an dieser 
Seite der Biochemie in experimenteller Beziehung keinen Gefallen fin- 
den, er ging lieber seine eigenen Wege und seinen eigenen Gedanken 
nach, die sich auf das dynamische Geschehen im Tierkérper konzen- 
trierten. ‘ 

Das zweite groBe Arbeitsgebiet Knoops betraf den Abbau und Auf- 
bau der Aminoséuren. Beim Studium des Abbaus bewahrte sich das 
gleiche Prinzip, das er bei den Fettséuren benutzt hatte: endstandig 
eingefiihrtes Phenyl] sperrt oder erschwert den Abbau der Kohlenstoff- 
kette, nur nicht beim Phenylalanin, von dem groBe Mengen restlos im 
Tierkérper umgesetzt werden. Neubauer hatte das Verhalten des 
nachst niederen Homologen, der Phenylaminoessigsaure, studiert. Knoop 
wollte den hemmenden Einflu8 des Benzolrings in Nachbarschaft zur 
Aminogruppe ausschalten und synthetisierte daher das nachsthéhere 
Homologe, die bis dahin noch unbekannte y-Phenyl-a-amino-butter- 
sdure und verfolgte ihr Verhalten im Organismus. Er bestatigte Neu- 
bauers Befunde und erweiterte sie wesentlich. Er schrieb dazu: ,,Die 
ruhige physiologische Durcharbeitung wurde unterbrochen durch eine 
Publikation Emil Fischers, der fiir die gleiche Phenylaminobutter- 
siure ganz andere Eigenschaften angab, und ferner dadurch, daB wir 
bei genauerer Durcharbeitung auf die Reversibilitat der Reaktion 
stieBen, die ein so neuer Befund war, daB er erst griindlichste Sicherung 
erforderte, bevor er publiziert werden konnte. Unsere Substanz erwies 
sich indessen als das erwiinschte Homologon.‘‘ Nicht nur in dieser Be- 
statigung der Befunde Neubauers erwies sich die Sorgfalt von Knoops 
Arbeitsweise. Seine Bedachtigkeit, sein bewu8tes Vermeiden jedes 
sprunghaften Vorwartskommens, die strenge Zucht, mit der er jede 
auch noch so berechtigte Neugierde bei sich in Schranken hielt, kam 
auch darin zum Ausdruck, da8 er z. B. viele Monate lang den Kolben 
unberiihrt stehen lieB, der den Rohextrakt des Harns nach Verfiitterung 
der entsprechenden Ketosaure enthielt. Er war mit der ihm zunachst 
notwendig erscheinenden Aufklarung der Diskrepanz zwischen seinen 
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und Emil Fischers Befunden beschaftigt und lieB sich nicht beirren. In 
dem Kolben hatten sich zentimeterlange Nadeln in reichlicher Menge 
abgeschieden: sie erwiesen sich dann als die Acetylaminosaure. Mit 
diesem bedeutsamen Befund hatte er die Synthese einer Aminosaure im 
Tierkérper nachgewiesen, eine Reaktion, die bis dahin als allein zur 
Domaine des Pflanzenkérpers gehérig angesehen wurde. Einem Grund- 
pfeiler der damaligen Stoffwechsellehre hatte er den Boden entzogen 
und hatte auBerdem als zweite wichtige Tatsache die Reversibilitat der 
Reaktion aufgefunden. Er war sich iiber die Bedeutung seiner Ent- 
deckung sofort véllig im Klaren. Aus dankbarer Freude an diesem 
Erfoig wurde sein Stoffwechselhund ,,Ratzel‘‘ seitdem in die Haus- . 
gemeinschaft der Familie aufgenommen. 

_ Diese ersten Beobachtungen Knoops betr. die Synthese und den 
Abbau der Aminosauren haben nach den verschiedensten Richtungen 
hin die weitere Forschung angeregt und befruchtet. Man braucht nur 
einige Namen zu nennen: du Vigneaud arbeitete die Reaktion in 
optischer Beziehung durch, die Befunde von H. A. Krebs iiber den 
Abbau von d-Aminosauren und die Bildung von Harnstoff in der Leber 
sowie die Beobachtungen F. Kégls tiber das Vorkommen von d-Amino- 
séuren in Geschwiilsten waren ohne diese Vorarbeiten Knoops nicht 
denkbar, die weittragenden Folgen ihrer Versuchsergebnisse sind noch 
nicht abzusehen. Schénheimer zeigte die tiberraschende Lebhaftigkeit 
des Ab- und Aufbaus, der Desaminierung und Reaminierung, die dyna- 
mische Unbestandigkeit der Peptidbindung im einzelnen bei erhaltenem 
statischen Bau des EiweiBmolekiils, also die iiberaus ausgiebige Funk- 
tion des GewebeeiweiBes als topochemisch festgelegter Wasserstoff- 
Akzeptor und Donator, mithin die Reversibilitat dieses Vorgangs. 
Unsere gesamten Anschauungen von den feineren Vorgangen im inter- 
mediaren Stoffwechsel wurden demnach von Knoops Modellbeobach- 
tung aus umgeformt. Die biologischen Oxydationsvorginge haben auch 
ihn seither dauernd gefesselt. Dieses ganze Gebiet steht heute im Brenn- 
punkt der Forschung. 

Nur auf einen Punkt méchte ich noch die Aufmerksamkeit lenken. 
Immer mehr Beispiele werden bekannt, denen zufolge die natiirlichen 
l-Aminoséuren nicht nach Knoops Schema abgebaut werden, das vor 
allem fiir die d-Aminosiuren bewiesen wurde: fiir die /-Reihe gilt es 
nur dann, wenn der Kérper mit solchen Aminosauren in unphysiologi- 
scher Weise iiberschwemmt wird. Der Unterschied im Verhalten beider 
Reihen hangt wahrscheinlich damit zusammen, daB die /-Aminoséuren 
als bevorzugte Bausteine des Protoplasmas an Ort und Stelle vielfach 
zur Bereitung kérpereigener Wirkstoffe benutzt werden. K. Felix be- 
schaftigt sich seit langem mit dieser ,,Unstimmigkeit‘‘ zu Knoops 
Schema, ,,Erweiterung‘‘ kénnte man wohl besser sagen. 

Was wir insgesamt Fr. Knoop an Erweiterung unserer Kenntnisse 
auf dem Gebiet' des intermediadren Fett- und EiweiBstoffwechsels ver- 
danken, ist ein. Beitrag, wie ihn nur wenige Forscher haben leisten 
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kénnen. Auch bei ihm bestatigte sich die alte Erfahrung: Einer gibt den 
Ansto8: jahrelanger Kaimpfe bedarf es, bis sich der richtige, aber neu- 
artige Befund durchgesetzt hat. Dann ist die Zeit reif, die Zeit der Ernte 
gekommen, und viele neue Arbeitsgebiete werden erschlossen. 

Der Tatigkeit Knoops als Herausgeber dieser altesten Zeitschrift 
unseres Faches muB an diesem Ort noch besonders gedacht werden. 
20 Jahre lang, von Band 170 bis 282 haben wir sie gemeinsam redigiert. 
Seine allerletzte Tatigkeit galt ihrem Wiedererscheinen. Die Geneh- 
migung hierzu hat er durch sein pers6nliches Eintreten und seine freund- 
schaftlichen Beziehungen zu auslindischen Kollegen schon frihzeitig 
erreicht. Der Briefwechsel, den ich mit ihm im Rahmen unserer Heraus- 
gebertatigkeit gefiihrt habe, fiillt viele Mappen. Kaum eine Woche ver- 
ging, in der wir uns nicht schrieben. Jeder eingegangene Beitrag wurde 
sofort griindlich durchgearbeitet: nur bei ganz wenigen unserer aller- 
besten Mitarbeiter schenkte sich Knoop diese Pflicht. Auch diese Tatig- 
keit nahm er sehr ernst und war nur ungern zu Konzessionen bereit. 
Immer wieder wies er auf das vorbildlich redigierte britische Journal 
of Physiology hin. Auf kleinstem Raum soviel wie méglich zu bieten, 
und doch alles Notwendige, Wesentliche zu bringen, alles Unwesentliche 
fortzulassen, das verlangte er. Seine eigenen Beitrige zeigten diesen 
seinen Stil. Im ganzen fiiilen sie wohl kaum einen Band. Er war kein 
Vielschreiber und wollte es auch nicht sein. Dafiir stehen Seitenzahl 
und Wert des Inhalts im umgekehrten Verhaltnis zueinander. 

Jahrzehnte lang hat die Physiologische Chemie in Deutschland um 
ihre Anerkennung als selbstaéndiges Fach in den Medizinischen Fakul- 
taten ringen miissen. Auch heute noch sind ihre Arbeitsméglichkeiten 
und Institutsverhaltnisse, die Zahl der Ausbildungsplatze und vorhan- 
denen Stellen viel zu gering, sie entsprechen in keiner Weise der Bedeu- 
tung des Faches und seines Aufgabenbereichs. Dem abzuhelfen und um 
ein Forum fiir wissenschaftliche Tagungen und Aussprachen im engeren 
Kreise zu haben, griindeten ihre berufenen Vertreter eine eigene Fach- 
gesellschaft in Parallele zur Physiologischen und zur Pharmakologischen 
Gesellschaft. Knoop wurde ihr erster Vorsitzender und ist es als unser 
Senior zum SchluB wieder geworden. Unermiidlich, auch als er schon 
krank war und sich schonen muBte, trat er in Eingaben an die zustan- 
digen Stellen im Reich und in den Landern heran. Er sprach dabei 
manchmal sehr offen und freimiitig und wich auch einem Kampf mit 
Ministerien und Fakultaten nicht aus, falls Rechte verletzt waren oder 
ihre Verletzung gutgeheiBen werden sollte. Alle alteren und jiingeren 
Fachkollegen schulden ihm fiir seinen mannhaften, klugen Kampf tiefen 
Dank, darunter viele, fiir die sich Knoop aufs wairmste eingesetzt und 
ihnen damit in ihrem beruflichen Fortkommen geholfen hat, ohne daB 
jene selbst es wissen. 

Wie sehr er fiir die Belange des Faches eintrat und persénliche 
Wiinsche und Neigungen aus Pflichtgefiihl inm gegeniiber zuriickstellte, 
geht auch daraus hervor, daB er mit seinem 70. Lebensjahr von seinem 
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Lehramt zuriicktrat, obwohl damals die Altersgrenze noch aufgehoben 
war. Er tat dies, damit die Universitat Tibingen sich in Adolf Bu- 
tenandt seinen Nachfolger sichern und ihn an dem Ort halten konnte, 
wohin sein Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie verlagert worden war. 

Knoop selbst hat an der Statte seines ersten selbstandigen Wirkens 
fiir sein Fach und seine Anerkennung richtig kampfen miissen. Nur das 
Wissen um seine innere Berufung als physiologischer Chemiker, sehr 
friih ausgelést durch seine Lehrer Eugen Baumann und Franz 
Hofmeister, hat ihn hierzu getrieben. Jahrelang hat er der Universitat 
Freiburg als unbezahlter Assistent gedient. Unendlich mithsam und 
langsam war er dort von kleinsten Anfaéngen zu einem bescheidenen | 
eigenen Institut gekommen. Und auch dies hat er nur erreicht, weil er 
Anfragen und Berufungen u. a. ans Rockefeller-Institut in New York 
und an die Universitaiten Leipzig und Leyden abgelehnt hat, um in 
Freiburg seinem Fach den berechtigten Boden zu gewinnen. Sehr 
schwer fand er aber trotzdem dort die richtige Resonanz fiir -seine 
Wiinsche. Er verlieB daher 1928 nach 25-jahriger Tatigkeit Freiburg 
und siedelte nach Tiibingen iiber. Dort fand er einen besseren Boden 
fiir sein Fach, das hier schon seit fast 100 Jahren unter dem EinfluB 
von Liebigs Lehren und der Persénlichkeit Felix Hoppe-Seylers 
fest verankert ist. Ein geraumiges, sicher fundiertes und gut ausgestat- 
tetes Institut fand er vor, das er durch einen betrachtlichen Anbau noch 
vergroBerte. Als Mitarbeiter ttbernahm er Klenk und gewann sich neu 
Martius, Koschara, zuletzt Ohlmeyer. Schweren Herzens hatte er 
sich von der schénen Schwarzwaldstadt, den Bergen und der Rhein- 
ebene nach dem Kaiserstuhl zu getrennt, wo er so manche Stunden auf 
der Jagd vérbracht und sich gliicklich gefiihlt hatte. Denn auch viele 
nahe Freunde lieB er zuriick, bei denen er aber von Tiibingen aus fast 
alljahrlich wieder zu Besuch einkehrte. Neue Freunde gewann er dafiir 
in Tiibingen, und auch die schwabische Natur erschloB sich seinem 
suchenden Auge und Herzen. Er liebte die Natur, er brauchte sie, um 
seine Gedanken zu formen. Auf die Jagd ging er nicht nur des SchieBens 
wegen: wie jeder gute Jager hegte er das Wild und beobachtete die Na- 
tur: sie war ihm Mittel zum Zweck. Alle seine Vortrage, wichtige Ein- 
gaben und Briefe arbeitete er im ersten Entwurf drauBen im Freien aus. 

Knoop hatte ein besonders inniges Verhaltnis zur Musik, das 
schon in seinem Hamburger Elternhause gepflegt wurde. Seine Mutter 
war Pianistin, sein Vater spielte Geige, er selbst wahlte das Cello als 
Instrument, pflegte die Hausmusik und spielte auch gelegentlich im 
akademischen Orchester. Brahms und Schubert waren seine Lieblings- 
komponisten, die Bachsche Matthaiuspassion bedeutete ihm héchste 
musikalische Offenbarung. Seine Gaben haben ihm von friiher Jugend 
an die Tiiren zu musikalischen Kreisen gedffnet, sie blieben ihm bis 
zum Ende in naher Freundschaft verbunden. 

Seit 1908 war er mit Elisabeth Schottelius, der Tochter des Frei- 
burger Hygienikers, verheiratet, die ihm ein bewegtes Leben hindurch 
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eine verstaéndnisvolle, warmherzige Gefahrtin gewesen ist. Die beiden 
Téchter wurden durch die Kriegsverhaltnisse mit ihren Kindern wieder 
ins Elternhaus zurickgefiihrt: sie erfiillten das Haus mit jungem Leben 
und waren seine gréBte Freude, sein Trost in den Jahren, als der un- 
aufhérliche Abstieg unseres' Vaterlandes, der Verlust deutschen An- 
sehens im Auslande und schlieBlich die Katastrophe ihn tief ins Innerste 
getroffen haben. 

Knoop entfaltete eine besonders fruchtbare akademische Lehr- 
taitigkeit. Denn seine Kenntnisse waren gar nicht auf sein Fach be- 
schrankt. Ungemein belesen nach den verschiedensten Richtungen hin 
schépfte er aus einem breiten und tiefgriindigen Wissen. Sein Verhaltnis 
zu den Studierenden wird am besten den Worten entnommen, die einer 
seiner letzten Schiiler seinem Gedachtnis widmete: 

,,.Das Bedeutendste, was F. Knoop uns Jiingeren zu geben ver- 
mochte, lag im Bereiche seiner menschlichen Persénlichkeit, deren Wir- 
kung lebendig in seine Tatigkeit als Hochschullehrer hineinstromte. Dies 
haben seine Schiiler um so bewuBter und um so dankbarer empfunden, 
je mehr die Gefilde des rein Wissenschaftlichen den Bezirken des Mensch- 
lichen entriickt waren. Franz Knoop war Gelehrter im traditionellen 
Sinne und, obwohl in einem vorwiegend naturwissenschaftlichen Fache 
erfolgreich, von Haus aus Arzt. Es lag darin etwas Tréstliches fiir den, 
der die fortschreitende Emanzipation des Faches von der persénlichen 
Anlage mit MiBbehagen wahrnimmt. Einem solechen Manne war es noch 
vergonnt, in seinem Fach Grundlagen zu schaffen. 

Die stilistische Eleganz seines Vortrags und seine klare gemeiBelte 
Diktion waren ganz Ausdruck seines Wesens, wenn auch seine Zuriick- 
haltung in Fragen, welche die Grenze seiner Wissenschaft methodisch 
tiberschritten, fast schroff wirken konnte. In der eigentiimlichen, fast 
sokratischen Ironie, mit der ihm die Grenzen der deduktiven und der 
induktiven Methode bewu8t waren, zeigte er sich noch ganz dem Geiste 
jener Epoche verwandt, die die Ignorabimusrede Du Bois-Rey- 
monds, die er gelegentlich heranzog, hervorgebracht hat. 

Nichts konnte fiir seine Schiiler begliickender sein, als in dem ge- 
strengen Lehrer und unerbittlichen Examinator einen warmen, von 
iiberlegenem Humor erfiillten Menschen zu finden. 

Die Chemische Physiologie verlor mit ihm einen ihrer bedeutendsten 
Forscher und die deutsche Hochschule einen auSergewéhnlich verehrten 
und erfolgreichen Lehrer. Es ist gut, wenn wir Jiingeren ihn nicht nur 
in dankbarem Angedenken erhalten, sondern seine Persénlichkeit in 
unserem eigenen wissenschaftlichen und menschlichen Streben immer 
wieder lebendig werden lassen.‘ K. Th. 
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Der Einflu8 von Ketosiuren auf die anaerobe Glykolyse 
Von 
Heinrich Kraut und Ernst‘ Kofranyi 
Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Dezember 1944) 


Extrakte aus Tumoren, ebenso auch Gehirn- und Embryoextrakte 
bewirken in glucosehaltiger Ringerlésung eine Steigerung der anaeroben 
Glykolyse von Gewebsschnitten!. Den darin éenthaltenen wirksamen 
Stoff haben Kraut und Bumm 1928 als CO-Ferment T bezeichnet. - 
Nach B. Mendel, W. Bauch und F. Strelitz? wird die Glykolyse 
auch durch Brenztraubensaure aktiviert ; die erwahnten Gewebeextrakte 
sind von E. Bumm,.H. Appel und P. Couceiro® mit Brenztrauben- 
siure wirkungsidentisch gefunden worden. Beide Stoffe kénnen sich 
namlich in bezug auf die Steigerung der Glykolyse vertreten ; ihre Summe 
bewirkt keine héhere Glykolyse als diejenige maximal wirksamer Mengen 
der einzelnen Stoffe. Gegeniiber der aeroben Glykolyse sowie gegen- 
iiber der Glykogenolyse sind sie wirkungslos. Beide sind ferner in der 
Lage, die Hemmung der anaeroben Glykolyse durch /-Glycerinaldehyd 
zu tiberwinden ‘. 

H. Kraut und R. W. Nefflen® stellten aber fest, daB der aus 
Rinderhirn gewonnene Aktivator der anaeroben Glykolyse nicht mit. 
Brenztraubensaure identisch sein kann. Er bildet in gut wirksamen 
Konzentrationen mit Dinitrophenylhydrazin keine schwer lésliche Ver- 
bindung von der Kristallform des Brenztraubensiuredinitrophenyl- 
hydrazons, sondern nur einen amorphen, verhaltnismaBig leicht wasser- 
léslichen Niederschlag. AuBerdem laBt er sich durch Fallung mit starker 
Salzsiure von zugesetzter Brenztraubenséure trennen. Es war daher 
zu priifen, ob auch andere der Brenztraubensaure ahnliche Ketosaéuren 
die anaerobe Glykolyse aktivieren. 

Fir derartige Vergleiche ist es ein Nachteil, daB die zur Messung 
verwendeten Gewebe auch ohne Zusatze in verschiedenem und nicht 
kontrollierbarem Umfang aktiviert sind, je nach ihrem Gehalt an Co- 
Ferment-T bzw. Brenztraubenséure®. Als Test fiir die Wirksamkeit 
der Ketosiuren verwendeten wir daher nicht die Steigerung der Glyko- 
lyse selbst, sondern die Uberwindung der durch 1-Glycerinaldehyd her- 
vorgerufenen Glykolysehemmung. Ein besonders geeignetes Testgewebe 
hierfiir ist die Darmschleimhaut von jungen Meerschweinchen, die eine 


1) N. Watermann, Brit. J. exp. Pathol. 6, 300 [1925]; H. Kraut u- 
E. Bumn, diese Z. 177, 125 [1928]. 

2) Klin. Wschr. 10, 118 [1921]. 

3) Diese .Z. 220, 186 [1933]. 

4) B. Mendel, Klin. Wschr. 4, 169 [1929]. 

5) Diese Z. 232, 270 [1935.] 

6) KE. Bumm u. M. Biilow, persénliche Mitteilung. 
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gleichmaBige und fiir die Messungen geeignete Dicke besitzt und daher 
eine sehr gleichmaBige Glykolyse aufweist. 

Wir priiften die Aktivierung der anaeroben Glykolyse mit folgenden 
9 Verbindungen: 


Brenztraubensaure COOH -CO- CH, 

Oxalessigséure COOH - CO - CH, - COOH 
Acetobrenztraubenséure COOH-CO-CH,-CO-CH, 

Mesoxalsaure COOH - CO - COOH 

Oxalessigséureester - C,H,OCO - CH, - CO - COOC,H; 
a-Ketoglutarsaure COOH - CO - CH, - CH, - COOH 
Dioxymaleinsaure COOH - CO - CH(OH) - COOH 
9-Keto-10-oxy-stearinsaure COOH -[CH,],-CO-CH(OH) -[CH,],-CH, 
Acetessigsaure COOH - CH, -CO-CH;,,. 


Davon waren nur die ersten drei: Brenztraubensdure, Oxalessig- 
siure und Acetobrenztraubenséure wirksam. Aquimolekulare Mengen 
von Oxalessigsdure und Brenztraubenséure waren gleich stark wirk- 
sam, Acetobrenztraubensaéure etwas schwacher. Fiir die Wirksamkeit 
der Ketosaéuren auf die anaerobe Glykolyse sind also folgende Kon- 
stitutionsmerkmale erforderlich :. 

1. Die Ketogruppe muB8 in a-Stellung stehen: Acetessigsiure und 
9-Oxo-stearinsaure sind unwirksam. 

2.In Nachbarschaft zur CO-Gruppe mu8 eine CH,-Gruppe vor- 
handen sein (Méglichkeit der Enolbildung): Mesoxalséure und 
Dioxymaleinsaure sind unwirksam. 

3. Die CH,-Gruppe kann mit H oder CO oder COOH verbunden sein: 
wirksam sind Brenztraubensaéure, Oxalessigsiure, Acetobrenz- 
traubensaure. 

4. Die Carboxylgruppe der a-Ketosaure mu8 frei sein: Oxalessigester 

ist unwirksam. ; 
. Die CH,-Gruppe darf nicht mit einer weiteren CH,-Gruppe ver- 
bunden sein: a-Ketoglutarsaure ist unwirksam. 

Aus der Tatsache, daB der in Gewebeextrakten aufgefundene Akti- 
vator der anaeroben Glykolyse mit Brenztraubensaiure wirkungsiden- 
tisch ist, geht also noch nicht hervor, daB er auch chemisch mit Brenz- 
traubensaure identisch sein muB. Er kénnte ebensowohl eine andere 
a-Ketosaéure mit den entsprechenden Konstitutionsmerkmalen sein. 


or 


Beschreibung der Versuche 
Me8Bmethode 


Angewandt wurde die manometrische Methode nach Warburg zur Be- 
stimmung der Glykolyse in bicarbonathaltiger Lésung in anaerobem Milieu. Als 
Gewebe verwendeten wir auf Anraten von E. Bumm und M. Bilow die Darm- 
schleimhaut junger Meerschweinchen, die den Vorteil hat, vom Muskelgewebe 
ziemlich leicht abziehbar zu sein und eine sehr gleichmaBige dicke, lange Zeit 
glykolytisch wirksame Haut bildet. Der Dickdarm wurde dazu mit der Schere in 
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etwa 1 cm lange Réhren zerteilt, diese der Linge nach aufgeschnitten und die 
Darmschleimhaut mittels eines scharfen Spatels sorgfailtig vom Muskelgewebe 
abgeschabt. Dies geschah auf einer Glasplatte, die von unten durch warmes 
Wasser auf 37° geheizt war. Die einzelnen Darmschleimhautstiicke wurden in 
einer Schale mit Ringerlésung von 37° gesammelt. Sie hatten etwa die GréBe 
von einem halben cm?. 

Als GefaiBe dienten die iiblichen Trége mit einem Volumen von etwa 20 cm‘. 
Die gesamte Fliissigkeit im Hauptgefi8 und Anhinger betrug genau 1,1 cm?; 
bei irgendwelchen Zusitzen wurde jeweils die Menge der im Hauptgefa8 befind- 
lichen Ringerlésung so vermindert, daB das Gesamtvolumen wieder 1,1 cm® war. 
Wurden sowohl Ketosiuren als auch Glycerinaldehyd (GLA) zugesetzt, so kam 
die Ketosiurelésung zu der Gewebehaut in das HauptgefiB, die GLA-Lésung 
aber in den Anhanger und wurde erst spiter zugekippt. 

Unsere Ringerlésung wurde aus getrennt aufbewahrten Lésungen der Salze 
und der Glucose jedesmatl frisch gemischt. Das zur Verdringung des Sauerstoffs - 
aus den GefaBen verwendete Fischergas (95% N., 5% CO.) wurde durch Uber- 
leiten auf iiber 200° erhitztes, aktives Kupfer’ véllig sauerstoffrei gemacht, da 
dann eine geringere Streuung der einzelnen Werte zu bemerken war. 

Zu jeder Versuchsreihe wurden auBer dem Thermobarometer 8 Trége mit 
Darmschleimhaut beschickt: ein Trog ohne Zusitze zwecks Konstatierung der 
glykolytischen Fahigkeit des Gewebes; ein Trog nur mit 0,1 cm* GLA im An- 
hanger beschickt, um.den Erfolg der Hemmung zu sehen. 

Nach einer halben Stunde Temperaturausgleich wurde der Glycerinaldehyd 
zugekippt. Da die Werte in der ersten halben Stunde nach dem Kippen stark 
schwankten, nahmen wir die Zeit von 30 bis 90 Minuten oder die Zeit von 90 bis 
150 Minuten, die noch gleichmaBigere Werte gibt. In den Tabellen ist die Zeit 
von 30 bis 90 Minuten als ,,1. Stunde“, von 90 bis 150 Minuten als ,,2. Stunde“ 
bezeichnet. 

Die Darmschleimhaut wurde nach SchluB des Versuches zur Entfernung der 
anhaftenden Salze kurz in destilliertem Wasser gespiilt und in Porzellantiegelchen 
bei 100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, um die Glykolyse auf die Gewichts- 
einheit zu beziehen. 

Die Wirkung der zu priifenden Substanz auf die Glykolyse wird gemessen 
durch die Feststellung, wie weit sie imstande ist, die Hemmung der Glykolyse 
durch 0,1 cm* n/100-Glycerinaidehyd aufzuheben. Da auch von Brenztrauben- 
siure (BTS) je nach der verwendeten Darmschleimhaut mehr oder weniger als 
die aquivalente Menge zur Aufhebung der Hemmung gebraucht wird, eichen wir 
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Aktivierung der anaeroben Glykolyse durch Ketosiuren. 


Ordinate: mm’ entwickelte CO, pro mg Schnittgewicht in der 2. Stunde. 

Abszisse: Nummern der verschiedenen Trége. 

Nr. 1 ohne alle Zusitze. 

Nr. 2—4 enthalten Brenztraubensiure und zwar 0,1 ccm n/50-(Nr. 2), n/100-(Nr. 3), n/150- 
(Nr. 4), neben je 0,1 ccm n/100-Glycerinaldehyd. 

Nr. 5—7 enthalten die zu priifende Saure (linke Figur Oxalessigsiure, rechte Figur a-Keto- 
glutarsiure) und zwar 0,1 ccm n/50-(Nr. 5), n/100-(Nr. 6), n/150-(Nr. 7), neben je 0,1 ccm 
n/100-Glycerinaldehyd. 

Nr. 8 enthalt nur 0,1 cem n/100-Glycerinaldehyd. 


7) F. R. Meyer u. R. Ronge, Angew. Chem. 52, 637 [1939]. 
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sozusagen die verwendete Darmschleimhaut, indem wir 0,1 ccm n/50-, n/100-, 
n/150-BTS-Lésung zugeben. Man erhialt dann Zahlen, die von fast vollstandiger 
Hemmung (ohne BTS-Zusatz) bis zu erheblichen Milchséiurequotienten bei Zu- 
satz von n/50-BTS-Lésung ansteigen, ohne jedoch die hohen Milchsiurequotien- 
ten der ungehemmten Glykolyse zu erreichen (Tab. 1). In 3 weiteren Trégen 
wird die Glykolyse mit Zusitzen von je 0,1 cm* der zu priifenden Ketosaure in 
Konzentrationen von n/50, n/100, n/150 gemessen. Die Bewertung der Ergebnisse 
geschieht durch den Vergleich der mit BTS und mit der zu priifenden Ketosiure 
erhaltenen Glykolysezahlen (s. die Abb.). Als positiv bewerten wir Versuche, in 
denen die glykolytische Wirksamkeit diejenige der BTS erreicht oder ihr nahe 
kommt. Als negativ gelten Versuche, bei denen die Glykolyse nach Zusatz der 
zu prifenden Saure nicht hoher ist als mit GLA allein, oder mindestens viel 
tiefer liegt, als diejenige der damit verglichenen BTS. Sowohl die Brenztrauben- 
sdure, wie die iibrigen gepriiften Ketosiuren wurden in neutralisiertem Zustand 
angewandt. Das Ergebnis der Priifung der 9 Ketosiuren zeigt Tab. 2. 


Tab. 1. Beispiel eines Versuchs. Vergleich von BTS mit BTS. 
Die in den Querspalten a—f stehenden Zahlen geben die entwickelte Menge 
mm? CO,, bezogen auf 1 mg Darmschleimhaut pro 20 Minuten an, a... in den 
ersten 20 Minuten, b... in den zweiten 20 Minuten usw. ‘2, ist die Summe der 
entwickelten Menge CO, in der ersten, 2, ist die Summe in der zweiten Stunde, 
,+ 2 in beiden Stunden. 





























Trog-Nr. 1 2 3 4 
Ringerlésung . . . : 1,1 cm* 0,9 em? 0,9 cm? 0,9 cm? 
Riitiaaed {BTS.. 6 0,1 cm? 7/50 | 0,1 cm* n/100 | 0,1 em? n/150 

on an. 60 0,1 cm* 7/100 | 0,1 em* n/100 | 0,1 cm? n/100 
a 3,73 1,91 2,21 1,89 
b 4,22 2,41 2,39 1,70 
ec 3,44 1.98 2,00 1,05 
d 4,20 3,36 2,54 1,25 
e 3,47 2,87 2,33 1,57 
f 2,59 1,55 1,39 0,83 
» Aa 21,62 14,10 12,86 8,28 
me 11,39 6,30 6,60 4,64 
a 10,25 7,79 6,25 3,64 

Trog-Nr. 5 6 7 8 
Ringerlésung ... . 0,9 cm? 0,9 cm? 0,9 cm? 1,0 cm® 
ow BTS . . |0,l em? /50 | 0,1 em* 7/100 | 0,1 em? 7/150 \ 

a re. . 0,1 cm* 2/100 | 0,1 em? 2/100 | 0,1 em? 2/100 | 0,1 em?n/100 
a 1,93 2,12 1,38 0,40 
b 2,85 2,63 1,84 0,88 
c 2,75 2,78 2,57 2,15 
d 2,42 2,47 1,06 0,95 
e 3,09 2,12 1,29 0,40 
f 2,75 2,85 2,52 2,23 
* SEE 15,80 14,85 10,65 7,00 
za 7,53 7,52 5,78 3,42 
Sf 8,26 7,34 4,80 3,56 
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Proteinhydrolyse bei Zusatz von Zinn(II)-chlorid 


Von 
Ernst Kofranyi 


Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie Dortmund-Bad Ems 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. April 1947) 


Bei der Hydrolyse von EiweiBkérpern mit heiBen Séuren entstehen 
teils lésliche, teils unlésliche dunkle Substanzen, Humine genannt. Fiir 
die EiweiBanalyse ist ihre Bildung durchaus unerwiinscht, da die ein- 
zelnen Aminosauren in ganz verschiedenem Mae daran beteiligt sind 
und die Analyse dadurch schon vor ihrem eigentlichen Beginn mit einem 
schwer abschatzbaren Fehler belastet wird. Es sind darum wiederholt 
Versuche gemacht worden, diese Huminbildung zu verhindern. Schon 
vor mehr als 70 Jahren erzielten Hlasiwetz und Habermann! 
durch Zusatz von Zinn(II)-chlorid auffallend helle Hydrolysate. Da sie 
aber auf 500 g Casein 375 g des Zinnsalzes nahmen (und 3 Tage hydroly- 
sierten), waren bei der Entfernung des Zinns groBe Stickstoffverluste 
unvermeidbar. Diese Methode zur Vermeidung von Huminbildung wurde 
daher wieder verlassen. Hingegen wird Zusatz von Zinn? sowie Zink* 
neuerdings verschiedentlich angewendet, um Cystin zu Cystein zu redu- 
zieren. 

In neuerer Zeit haben Sullivan und He 84 als Zusatz zur Hydrolyse 
Titan(III)-chlorid vorgeschlagen. Auch dieses Reagens verhindert weit- 
gehend die Bildung von Humin und beschleunigt die Hydrolyse ganz 
bedeutend; das Titan wird durch Neutralisation als Hydroxyd gefallt. 
Dies bedingt den Nachteil der sonst guten Methode: die bei der Neu- 
tralisation gebildeten Salze lassen sich nicht mehr entfernen; fiir die 
Trennung der Aminosauren sind so stark salzhaltige Hydrolysate meist 
ungeeignet. 

Zur Durchfiihrung von Bausteinanalysen an Proteinen in Nah- 
rungsmitteln, wie sie an unserem Institute durehgefiihrt werden, war 
eine Hydrolysemethode erforderlich, die die Bildung von Huminstoffen 
weitgehend unterbindet, bei der aber nach dem Grundsatz gearbeitet 
wird, nur solche Reagenzien in den Gang der Analyse einzuschalten, 
die sich vollstandig und ohne Verlust an stickstoffhaltiger Substanz 
wieder entfernen lassen. Dazu griff ich auf das Zinn(II)-chlorid zuriick 
und ermittelte die kleinste Menge davon, die eine Huminbildung ver- 
hindert. Es geniigt etwa ein Viertel der von Hlasiwetz und Haber- 
mann angewandten; der Zusatz gréBerer Mengen als etwa 2 g Zinn(II)- 
chlorid auf 10 g Protein bietet keinen weiteren Vorteil: die Hydrolysate 

1H. Hlasiwetz u. J. Habermann, Liebigs Ann. Chem. 169, 150 [1873]. 

2 H. B. Vickery u. A. White, J. biol. Chemistry 99, 701 [1932—33]; 
vgl. auch J. W. H. Lugg, Biochem. J. 27, 1022 [1933]. 

3 §. Graff, E. Maculla u. A. M. Graff, J. biol. Chemistry 121, 79 [1937]. 

4M. X. Sullivan u. W. C. HeB, J. biol. Chemistry 117, 423 [1937]. 
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unterscheiden sich nicht in der Farbung. Nach beendeter Hydrolyse 
fallte ich das Zinn als Sulfid durch Einleiten von Schwefelwasserstoff 
unter Druck und Schiitteln bis zur Sattigung. Die so erhaltenen Sulfide 
sind kérnig und lassen sich mit kochendem Wasser leicht vollstandig 
auswaschen. Dadurch bleiben die Stickstoffverluste bei reinen Eiweib- 
kérpern (Casein, Edestin, Ovalbumin) unter 1,4°% des eingesetzten Ge- 
samtproteinstickstoffs ; aber auch bei Nahrungsmitteln, die groBe Mengen 
von Kohlenhydraten enthalten, betrug die von dem Sulfidniederschlag 
zuriickgehaltene Stickstoffmenge nicht mehr als 2,1°%. Die Hydrolysate 
sind kaum gefarbt, sicher weniger als bei der Anwendung von Titan(III)- 
chlorid. Bemerkenswert ist, daB die Lésungen vor der Fallung des Zinns 
mit Schwefelwasserstoff tief dunkelrot erscheinen. Diese dunkle Farbe 
hat wahrscheinlich mit Humin nichts zu tun und scheint davon herzu- 
rihren, daB sich Verbindungen des zwei- und vierwertigen Zinns neben- 
einander in Lésung befinden. 

Die Dauer der Hydrolyse wird durch Zinn(II)-chlorid ebenso wie 
durch Titan(III)-chlorid stark herabgesetzt. Fiir vollstandige Spaltung 
geniigt 2-stdg. Kochen mit 20-proz. HCl; wenn im folgenden 3 Stdn. 
als Hydrolysendauer angegeben sind, so ist damit ein ausreichender 
Sicherheitsspielraum eingerechnet. Als Standardvorschrift ist die der 
weiter unter beschriebenen Hydrolyse Nr. 5 (Casein) anzusehen. 

Von Interesse fiir die Analyse von Nahrungsmitteln war die Wir- 
kung des Zusatzes von Zinn(II)-chlorid zu Proteinhydrolysen in Gegen- 
wart eines groBen Uberschusses an Kohlenhydraten. Als Modellversuch 
wurde das Verhalten von reiner Starke sowie eines Gemisches von EiweiB. 
mit Starke bei der Hydrolyse untersucht. Dabei zeigte sich, da die 
Zugabe von Zinn(II)-chlorid die Bildung des léslichen Humins unter- 
driickt, wihrend die Bildung von unléslichem Humin merkwiirdigerweise 
sogar ein wenig im ungiinstigen Sinne beeinfluBt wird. Der Stickstoff- 
verlust war bei Gemischen von EiweiB und Starke unzulassig hoch 
(zwischen 3,5 und 5%). Abweichend von diesen Befunden ergibt sich 
bei der Hydrolyse von stark kohlenhydrathaltigen Nahrungsmitteln, wie 
Brot und Kartoffeln, trotz Bildung gréBerer Mengen unléslichen Hu- 
mins ein viel geringerer Verlust an Stickstoff (1,1 bis 1,4%). Der Ur- 
sache dieses Unterschiedes im Verhalten reiner Nahrstoffgemische und 
natiirlicher Nahrungsmittel wurde vorlaufig nicht nachgegangen. Fiir 
die Analysen von Nahrungsmitteln ergibt sich aber der positive Befund, 
daB Zusatz von Zinn(II)-chlorid zu ihrer Siurehydrolyse den Stickstoff- 
verlust bei der Huminbildung herabsetzt. 


Beschreibung der Versuche 


1. Hydrolyse von Ovalbumin bei Zusatz von wechselnden 
Mengen Zinn(I1)-chlorid. 

Je 6,25 g lufttrockenes Ovalbumin (entspr. etwa 5 g trockenem Protein) 
wurden durch |-stdg. Erwarmen am siedenden Wasserbade in 100 ccm 20-proz. 
Salzsiure gelést, nachdem folgende Mengen von SnCl,-2H,O zugesetzt worden 
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Tab. 1. Ergebnisse der Hydrolysen a—g. 
Variation der SnCl,-Menge. 
Zugesetzt ” : : " eve P 
A mg Gesamt-N | mg Amino-N | Amino-N in Lichtdurch- 
Hydro- g Zinn(II)- in 3 ie o/ 4 lassiokei 
lyse chlorid pro onl ~aolh oe i ‘ ae nf — vy 
10 g Protein ydrolysa ydrolysat esamt- in % 
a 0 2,65 1,67 63,0 6 
b 0,5 2,40 1,60 66,7 34 
c 1 2,34 1,73 74,0 46 
d 2 2,25 1,56 75,0 66 
e 3 2,30 1,705 74,2 68 
f 4 2,29 1,73 75,6 69 
g 5 2,18 1,59 73,1 70 
Tab. 2. Ergebnisse der Hydrolysen h—I. 
Variation der Hydrolysendauer. 
" ee rat | pwstna t ‘ “ 
Hydro- | Hydrolysen- mg Gesamt-N mg oss N Bi at in poseras meme 
lyse donee tx Bide, in 3 cem in 3 cem 4 des assig eit 
Hydrolysat | Hydrolysat Gesamt-N in %* 
h 1 1,75 1,21 68,8 66 
1 2 2,06 1,50 72,8 49 
k 3 1,97 1,49 75,6 45 
] 24 2,02 1,50 74,2 38 


























* Filter S 43 und 20 mm-Kiivette. 


waren: zu Hydrolyse a...0 g; zub.-.0,25 g; zuc...0,5 g; zud...1,0 g; 
zue...1,5g; zuf...2,0 g; zug...2,5g. Hierauf wurde auf dem Drahtnetz 
unter RiickfluB 4 Stdn. gekocht. Die Lésungen farbten sich erst tiefrot, spaiter 
fast schwarz. Nach dem Abkiihlen wurde mit 300 ccm Wasser verdiinnt und 
Schwefelwasserstoff mit 800 mm Uberdruck unter Schiitteln bis zur Sattigung 
eingeleitet. Der Sulfidniederschlag wurde durch eine Jenaer Glasfritte 17 G 3 
abgenutscht, 6-mal mit heiBem Wasser aufgeriihrt und wieder abgesaugt. 
Filtrat und Waschwisser wurden vereinigt, im Vakuum eingeengt, mit Natron- 
lauge neutralisiert und auf 1 / aufgefiillt. 

Das Hydrolysat ohne Zinnzusatz (a) war schwarz gefirbt, die Lésungen b 
und ¢ mit steigenden Gehalten an Zinn(II)-chlorid schrittweise aufgehellt, die 
Lésungen d bis g waren ganz schwach gelblich gefarbt und untereinander kaum 
verschieden. Um Zahlen fiir die Farbung der Hydrolysate angeben zu kénnen, 
wurde in einer 20 mm-Kiivette mit dem Filter S 43 (Komplementarfarbe: 
violett) im Pulfrich-Photometer die Licktdurchlissigkeit bestimmt. Die Mikro- 
stickstoffbestimmung nach Kjeldahl und die Aminostickstoffbestimmung nach 
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van Slyke wurden mit je 3 ccm des Hydrolysates ausgefiihrt. Die Zahlenwerte 
der Analysen von den Hydrolysaten a bis g gibt Tab. 1 wieder. Schon ohne 
Zinnzusatz wurde in 4 Stdn. weitgehende Hydrolyse erreicht. Mit 1 g Zinn(II)- 
chlorid war die Hydrolyse vollstandig (74 bis 75% freie Aminogruppen). Von 
2 g zugesetztem Zinn(II)-chlorid an stieg die Lichtdurchlassigkeit des Hydroly- 
sates nur noch unerheblich. 


2. Hydrolyse von Ovalbumin in Gegenwart von Zinn(II)- 
chlorid bei verschiedener Hydrolysendauer. 

Je 6,25 g lufttrockenes Ovalbumin wurden mit 0,5 g Zinn(II)-chlorid 
(entspr. 2 g SnCl,-2H,O auf 10 g Protein) versetzt und durch 214-stdg. Er- 
warmen auf dem siedenden Wasserbade in 100 ccm 20-proz. Salzsiure gelést. 
Hierauf wurde durch eine Glasfritte 17 G 4 von einer kleinen Menge Unge- 
léstem abfiltriert und dieses verworfen. Das Filtrat wurde unter RiickfluB 
mehrere Stunden zum Sieden erhitzt, und zwar die Hydrolyse h...1 Stde.; 
i...2 Stdn.; k...3 Stdn.; 1...24 Stdn. Das Zinn wurde wie in Hydrolyse 1 
angegeben, entfernt. Die Zahlenwerte der Analysen der Hydrolysate h bis | 
sind aus Tab. 2 zu ersehen. Nach 2 Stdn. war die Hydrolyse vollstindig. Die 
Lichtdurchlassigkeit anderte sich in der 3. Stde. kaum und nahm auch nach 
24 Stdn. nicht wesentlich ab. 


3. Hydrolyse von Kohlenhydrat in Gegenwart von Zinn(II)- 
chlorid. 

5 g Starke (léslich, Merck) wurden einerseits ohne Zinn (Hydrolyse m), 
andrerseits mit Zusatz von 1 g Zinn(II)-chlorid (Hydrolysen), mit 100 ccm 
20-proz. Salzsiure 4 Stdn. hydrolysiert. Das gebildete unlésliche Humin wurde 
durch eine Glasfritte 17 G 4 abfiltriert, mit heiSem Wasser frei von Ionen ge- 
waschen und bei 110° getrocknet. 

Hydrolyse m (ohne Zinn) gab 750 mg Humin, Hydrolyse n (1 g Zinn(II)- 
chlorid) 805,2 mg Humin. Die Entfernung des Zinns erfolgte wie in Hydrolyse | 
angegeben. Die Hydrolysate wurden auf | / aufgefiillt. Das Hydrolysat m (ohne 
Zinn) war fast schwarz (Lichtdurchlissigkeit im Pulfrich-Photometer 4%), 
wihrend das Hydrolysat n (mit Zinn(II)-chlorid) fast farblos war (Lichtdurch- 
lassigkeit 82°). 

4. Hydrolyse eines Gemisches von Ovalbumin und Starke 
unter Zusatz von Zinn(II)-chlorid. 


6,25 g Ovalbumin und 20,0 g Starke wurden o...ohne, p... mit 1,0 g, 
q... mit 2,5 g Zinn(II)-chlorid 4 Stdn. mit 100 cem 20-proz. Salzsiure hydroly- 
siert. Das unlésliche Humin wurde durch eine Fritte 17 G 4 abgenutscht, 6-mal 
mit heiBemWasser gewaschen (bis Ninhydrinreaktion negativ) und bei 110° 
getrocknet. Man fand folgende Analysenwerte: 

o...ohne Zinn(fI)-chlorid....... 4,47 g Humin mit...53,0 mg N 

p...mit 1,0 g Zinn(II)-chlorid ... 4,80 g Humin mit... 62,5 mg N 

q...mit 2,5 g Zinn(II)-chlorid ...5,16 g Humin mit... 73,8 mg N. 


5. Hydrolyse von Casein unter Zusatz von Zinn(II)-chlorid 


11,3 g lufttrockenes Casein (,,nach Hammarsten‘“‘) entspr. ca. 10 g trockenem 
Protein, wurden mit 2 g SnCl,-2H,O in 200 ccm 20-proz. Salzsiure durch 
2-stdg. Erhitzen im siedenden Wasserbade gelést. Erfahrungsgema8 lost sich 
dabei das Protein nicht vollstindig. Da geléstes Eiwei8 schneller hydrolysiert 
wird als ungeléstes, trennten wir das letztere durch eine Jenaer Glasfritte 
3 G3 ab. Es wurde bei 110° getrocknet, gewogen (58,3 mg) und als fiir diesen 
Versuch unerheblich verworfen. 

Nach 3-stdg. Kochen iiber freier Flamme war das Filtrat vollstaindig 
hydrolysiert. Nach Zusatz von 300 ccm Wasser (es geniigen aber auch 100 ccm) 
wurde Schwefelwasserstoff mit 800 mm Uberdruck unter Schiitteln bis zur 
Sattigung eingeleitet, der Sulfidniederschlag durch Fritte 17 G 3 abgenutscht, 
2 
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6-mal mit etwa 30 ccm kochenden Wassers aufgerihrt, fein suspendiert und 
wieder abgesaugt, dann bei 110° getrocknet. Er wog 1,5684 g mit 11,12 mg N. 

Um die iiberschiissige Salzsiure zu entfernen, dampfte man das Filtrat im 
Vakuum 6-mal bis zur Sirupkonsistenz ein und fillte auf 1 1 mit Wasser ab. 
Die ganz schwach gelbliche Lésung enthielt 1,4557 g N, ihre Lichtdurchlassig- 
keit bei Filter S 43 und 20 mm-Kiivette im Pulfrich-Photometer war im Mittel 
79%. Die Analysendaten zeigt Tab. 3. 


6. bis 10. Hydrolyse von Ovalbumin, Gelatine und Edestin 
sowie von Brot undKartoffeln in Gegenwart von Zinn(II)-chlorid. 


Die Hydrolysen 6, 7 und 8 (s. Tab. 3) wurden wie unter 5. beschrieben 
durchgefiihrt; Beim Aufschlu8 von Brot (Nr. 9) und Kartoffeln (Nr. 10) wurde 
wegen des hohen Kohlenhydratgehaltes dieser Nahrungsmittel etwas abweichend 
verfahren. Das bei 110° getrocknete Brot wurde gepulvert und 50 g mit 350 ccm 
20-proz. Salzsiure und 2 g SnCl,:2H,O in der Reibschale zu einer Suspension 
verrihrt. Die Kartoffeln wurden getrocknet und 70 g entsprechend ihrem 
hohen Wassergehalt mit 300 ccm rauchender Salzsiure (36,6-proz.) und 3 g 
SnCl,-2H,O verrithrt. Nach 2-stdg. Erwirmen im siedenden Wasserbade 
wurden gréBere Mengen des Ungeldsten abfiltriert. Sie konnten fiir diesen 
Versuch vernachlassigt werden, da die Stickstoffgehalte der Riicksténde nicht 
erheblich von denen des getrockneten Brotes und der getrockneten Kartoffeln 
abwichen: 

Ungeléstes Brot: 1,68 % N Getrocknetes Brot: 1,78 % N 

Ungeléste Kartoffeln: 0,774% N Geétrocknete Kartoffeln: 0,918% N 


Bei vollstandiger Hydrolyse von Brot und Kartoffeln entstanden in 3 Stdn. 
groBere Mengen schwarzen, kérnigen Humins, die durch eine Glasfritte leicht 
abfiltriert werden konnten. Nach 6-maligem Waschen mit je 30 ccm Wasser 
war die Ninhydrinprobe im Filtrat negativ, und der Stickstoffverlust im Humin- 
niederschlag tragbar. Die Hydrolysate waren nach dem Abfiltrieren des Humins 
gelb bis gelbbraun gefarbt; sie zeigten daher eine geringe Durchlissigkeit fiir 
violettes Licht (Filter S 43). Im wei8en Licht erschienen sie nur maBig gefarbt. 


Verfahren zur Isolierung und quantitativen Bestimmung des Lysins 
in Proteinhydrolysaten 


Von 
Fritz Turba 


Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund-Bad Ems 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. April 1947) 


Wahrend man fiir zwei der ,,Hexonbasen“‘, namlich fiir das Arginin 
und Histidin, gute Bestimmungsmethoden! besitzt, die z. Tl. direkt auf 
Proteinhydrolysate anwendbar sind, macht die Bestimmung der dritten 
wichtigen Base, des Lysins, groBe Schwierigkeiten. Man kennt namlich 
bisher keine spezifische Farbreaktion dieser Aminosaure, die eine kolori- 


1 Vgl. R. J. Block, J. biol. Chemistry 106, 457 [1934]; H. B. Vickery, 
ebenda 132, 325 [1940]; R. Kapeller-Adler, Biochem. Z. 264, 131 [1933]; 
S. Edlbacher, diese Z. 270, 158 [1941]. 
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metrische Bestimmung in Hydrolysaten zulieBe, und ferner auch kein 
spezifisch schwerlésliches Derivat?, das ahnlich wie etwa das Flavianat 
des Arginins eine Ausfallung in Gegenwart der tibrigen Aminosduren 
gestattete. Dabei besiBe ein genaues und méglichst einfaches Verfahren 
zur Lysinbestimmung groBe Bedeutung z. B. fiir die Untersuchung seiner 
Rolle bei der Ernaihrung, wie sie an diesem Institut seit lingerer Zeit 
durchgefiihrt wird, oder fiir die Bestatigung der von Block* an den 
basischen Aminosauren festgestellten, vom Bergmannschen Periodi- 
zitétsprinzip postulierten einfachen Zahlenverhaltnisse* der verschie- 
denen Aminosauren im Proteinmolekiil. 

Gleichzeitig berichten wir® iiber eine neue, einfache Synthese des 
Arginins, die auf der Anlagerung von O-Methyl-isoharnstoff an die 
6-Aminogruppe des Ornithins beruht; dabei wird zur Vermeidung des 
Mitreagierens der a-Aminogruppe diese komplex an Kupfer gebunden. 
In Analogie dazu wird beim Benzoylieren von Lysinkupfer mit Benzoyl- 
chlorid in alkalischer Lésung ¢-Benzoyl-lysinkupfer gebildet®. Wir be- 
miihten uns nun, eine Verbindung aufzufinden, in der die freie e-Amino- 
gruppe im Lysinkupfer durch ein Radikal substituiert war, das dem Kom- 
plex Schwerléslichkeit verlieh und dessen Einfiihrung unter Bedingungen 
vor sich gehen konnte, die fiir analytische Zwecke leicht und einfach 
zu handhaben waren; ferner muBte ein Mitreagieren der freien basischen 
Gruppen der anderen Diaminosauren, des Arginins und Histidins, vdllig 
unterbleiben; schlieBlich sollte das Radikal méglichst einfach und scho- 
nend, jedenfalls aber verlustlos wieder zu entfernen sein, um die quan- 
titative Isolierung des Lysins in Substanz zu gestatten. Auf der Suche 
nach einem derartigen Lysinderivat stieBen wir auf die von M. Berg- 
mann’ griindlich untersuchten Benzyliden-Verbindungen der Amino- 
sauren. 

Die nach der untenstehenden Gleichung beim Versetzen einer 
schwach alkalischen Lésung von Lysinkupfer in wassrigem Methanol 
auf Zusatz von iiberschiissigem Benzaldehyd in Form pastellblauer 
Nadelchen ausfallende Schiffsche Base, das e-Benzyliden-lysin- 
kupfer, besitzt nun tatsachlich giinstige Léslichkeitseigenschaften. So 
lésen sich in einem Methanol-Wasser-Gemisch 1: 1 bei 16° 0,0062% der 
Verbindung (entspr. 0,0034°, Lysin) und noch kleiner ist die Léslichkeit 
in Gegenwart von 0,3°%, Benzaldehyd bei py 8,8 (0,00117% der Ben- 
zylidenverbindung, entspr. 0,00064°, Lysin). Ferner wurde die Léslich- 
keit dieser Verbindung in Gegenwart der Kupfersalze eines Hydrolysats 
bestimmt, da die Léslichkeit von Aminoséuren und ihren Derivaten 


2 Bisweilen gelingt eine direkte Abscheidung des Lysins aus Protein- 
hydrolysaten als Dipikrat, vgl. E. E. Rice, J. biol. Chemistry 131, 1 [1939]. 
3 R. J. Block u. H. B. Vickery, J. biol. Chemistry 93, 113 [1931]. 

4M. Bergmann u. C. Niemann, J. biol. Chemistry 110, 471 [1935]; 
122, 577 [1938]. 

5 F. Turba u. K. Schuster, diese Z. 283 [1947]. 

6 A. C. Kurtz, J. biol. Chemistry 140, 705 [1941]. 

7M. Bergmann u. L. Zervas, diese Z. 152, 282 [1926]. 
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durch Lésungspartner oft stark beeinfluBt wird; dabei wurden 99,5% 
der eingesetzten Menge an reinem Benzyliden-lysinkupfer wiederge- 
funden. 


CO — CH.[CH,],-NH, CO — CH -[CH,],-N: CH-C,H; 
O NH, O NH, 

»>cug + 2C,H,;-CHO —> Scug +2H,0 

NH, O Benzaldehyd NH, O 


NH, -[CH,],;CH—-CO OC,H;:CH: N-[CH,],-CH——CO 
Lysinkupfer é-Benzyliden-lysinkupfer 


Um das Verhalten der beiden anderen Hexonbasen, des Arginins 
und Histidins, unter den Bedingungen der Ausfallung des Lysinderivates 
zu priifen, wurde ein Gemisch von Lysin-dihydrochlorid mit je etwa der 
doppelten Menge Argininnitrat und Histidin-monohydrochlorid in die 
Kupfersalze iibergefiihrt und dann das Lysin wie oben aus der schwach 
alkalischen Lésung mit Benzaldehyd gefallt. Nach einmaligem Um- 
fillen® wurden 99,1% des eingesetzten Lysins wiedergefunden; die 
Lysinfraktion gab dann weder eine positive Diazo- noch Sakaguchi- 
Reaktion, war also frei von Histidin und Arginin. Dementsprechend 
entstand auf Zusatz von Benzaldehyd zu einer schwach alkalischen 
Lésung von Arginin- und Histidinkupfer auch nicht die Spur einer 
Triibung. 

Auch die Kupfersalze der Monoaminoséuren beeintrachtigen die 
Fallung des Benzyliden-lysinkupfer-Komplexes nicht; denn ein mit 
Phosphorwolframsaure von Basen befreites Caseinhydrolysat, das mit 
iiberschiissigem Kupferhydroxyd behandelt worden war, gab auf Zu- 
satz von Benzaldehyd keinerlei Triibung; hingegen wurde zugesetztes 
Lysin zu 98,0°% wiedergefunden. Immerhin werden bei der Fallung der 
Lysinverbindung unmittelbar aus dem Hydrolysat schwerlésliche Kup- 
fersalze von Aminosduren mitgerissen oder adsorbiert; es bedarf dann 
eines mehrmaligen Umfiallens, bis die Mutterlauge farblos erscheint und 
keine Kupfer-Reaktion mit Kaliumhexacyanoferrat mehr gibt. Es ist 
darum vorzuziehen, zur Bestimmung des Lysins eine Vorreinigung der 
Basenfraktion vorzunehmen, z. B. durch Fallung mit Phosphorwolfram- 
sdure oder durch Elektrodialyse®, bei kleinen Mengen durch Adsorption 
an sauren Adsorbenzien wie Bleicherden?®, Silicagel?! oder Austauscher- 


§ Beim Umfallen wurde von der Beobachtung Gebrauch gemacht, daB 
Kupferhydroxyd und Kupfersalze bestimmter Aminosduren, die schwerlislich 
sind, ebenso wie ein GroBteil der Humine bei py 6,7 bereits ausgefallen sind, 
wahrend die Abscheidung der Benzyliden-lysinkupfer-Verbindung erst vom 
Neutralpunkt an beginnt und erst bei py 8,8 vollstandig ist. 

®° G. J. Cox, H. King u. C. P. Berg, J. biol. Chemistry 81, 755 [1929]; 
vgl. R. Kuhn u. P. Desnuelle, Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 1907 [1937]. 

10 F. Turba, Ber. dtsch. chem. Ges. .74, 1829 [1941]. 

u_ G. Schramm, Ber. dtsch. chem. Ges. 77, 417 [1944]. 
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harzen!*. Dann geniigt einmaliges Umfillen, um analysenreines Ben- 
zyliden-lysinkupfer zu erhalten. Zur Darstellung und praparativen Iso- 
lierung des Lysins aus Proteinhydrolysaten geniigt es aber auch, die 
nach der Vorschrift von Brazier! mit Aceton kérnig gemachten und 
getrockneten Kupfersalze des Hydrolysats mit Wasser zu extrahieren, 
wobei die schwerléslichen Kupfersalze groBenteils zuriickbleiben. 

Zur Bestimmung wird der Benzylidenkupfer-Komplex durch ein- 
faches Ansauern, z. B. mit Salzsiure oder Eisessig, zersetzt und der 
Kupfer- bzw. Stickstoffgehalt der Lésung bestimmt. Zur Kupferbestim- 
mung hat sich hier die jodometrische Titration als empfindlich und zu- 
verlassig bewahrt; auch die elektrolytische Abscheidung des Kupfers 
an Platinelektroden wurde mit Erfolg benutzt. 

Die Methode erlaubt es, schon etwa 10 mg Lysin' (entspr. etwa 
50 bis 1000 mg Protein) mit einer Genauigkeit von 1 bis 2% zu bestim- 
men. Sie ist anderseits geeignet, in einfachster Weise Lysin in gréBeren 
Mengen aus Proteinhydrolysaten zu isolieren: in diesem Fall wird das 
Kupfer des Benzyliden-Kupferkomplexes durch Schwefelwasserstoff, 
der Benzaldehyd durch Ausathern der angesduerten Lésung praktisch 
ohne Verlust an Lysin entfernt. 

Fiir das Ornithin liegen die Verhaltnisse, wie wir festgestellt 
haben, analog wie beim Lysin, denn es bildet einen Benzyliden-ornithin- 
kupfer-Komplex, der in allen Eigenschaften dem des Lysins ahnlich ist ; 
wir werden dariiber in anderem Zusammenhang berichten. Die Még- 
lichkeit, in a,w-Diaminosauren die a-Aminogruppe durch Kupfer, die 
«w-Aminogruppe durch den Benzylidenrest leicht reversibel und wahl- 
weise zu blockieren, hat auf dem Gebiet der Peptidsynthese groBes 
Interesse. Auch iiber eine gréBere Reihe von Lysinbestimmungen in 
Proteinhydrolysaten verschiedener Art wird in anderem Zusammenhang 
zu berichten sein. 


Beschreibung der Versuche 


1. Darstellung und Eigenschaften des Benzyliden-d,l-lysin- 
kupfers. 

80,5 mg Dichlorhydrat des d,/-Lysins wurden in 10 ccm Wasser gelést 
und die Lésung mit 2-n.Natronlauge auf py 8,8 (Phenolphtalein schwach rosa) 
gebracht. Nun wurde Kupferphosphat in geringem Uberschu8 zugegeben, 
20 Min. unter gelegentlichem Schiitteln stehen gelassen, durch eine Fritte 
3 G4 filtriert und mit Wasser in kleinen Anteilen bis zum Verschwinden der 
Kupferreaktion im Filtrat gewaschen. Nun wurde das Filtrat mit dem gleichen 
Volumen Methanol (p. a.) versetzt, 0,4 com Benzaldehyd zugegeben und die 
Lésung nochmals durch Zusatz einiger Tropfen Lauge auf py 8,8 gebracht. 


12 Th. Wieland, Ber. dtsch. chem. Ges. 77, 539 [1944]; F. Turba u. 
F. Kuchar, noch unveréffentlicht. 

13M. A. B. Brazier, Biochemical J. 24, 1188 [1930]. 

14 Durch kolorimetr. Bestimmung des abgespaltenen Benzaldehyds in 
Form seines 2.4-Dinitrophenyldrazons kann die Empfindlichkeit der Methode 
auf das Zehnfache gesteigert werden; ein Umfallen ist in diesem Fall unndtig. 
Dariiber werde ich gemeinsam mit E. Kofranyi in Kiirze berichten. 
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Schon nach ganz kurzer Zeit begann aus der klaren Lésung die Abscheidung 
des pastellblauen, kristallinen Niederschlags, die nach einigen Minuten voll- 
stindig war; die iiberstehende Lésung war farblos und zeigte keine Reaktion 
auf Kupfer mit Kaliumhexacyanoferrat. Der Niederschlag wurde durch eine 
Fritte 3 G4 filtriert, mit einem Methanol-Wassergemisch 1:1 (py 8,8), dem 
einige Tropfen Benzaldehyd zugefiigt waren, und dann mit wenig Methanol 
gewaschen, bei 100°/12 mm getrocknet und zur Analyse verwendet. 

Ausb. 95,3 mg (97,8% d. Th.). Schmp. 232° (Zers.; unkorr.). 


Coe Hse O, N, Cu (532,15). Ber. N 10,53, Cu 11,95. 
Gef. N 10,37 (Kieldahl), Cu 12,01 (elektrolyt.). 
Léslichkeitsbestimmungen. 
a) In reinem Methanol, waBrigem Methanol und Wasser. 
Zu je 20,0 mg Benzyliden-lysinkupfer, die sich in 100-ccm-MeBkélbchen . 
befanden, wurde bei 16° Wasser, in einem 2. Versuch 50-proz. wiBriges Methanol, 
in einem 3. Versuch Methanol, in einem 4. Versuch 50-proz. wiBriges Methanol, 
das 0,3 ccm Benzaldehyd enthielt und auf py 8,8 gebracht war, bis zur Marke 
zugegeben. Nach 24-stdg. Schiitteln bei 16° wurde filtriert und der Kupfer- 
gehalt der Filtrate nach der Dithizonmethode™ bestimmt. 
In 100 ccm der Lésung waren enthalten: 
1. Lésungsmittel Wasser: 
290 y Kupfer, entspr. 1,33 mg Lysin. 
2. Lésungsmittel Wasser-Methanol 1:1: 
740 y Kupfer, entspr. 3,40 mg Lysin. 
3. Lésungsmittel Methanol: 
110 y Kupfer, entspr. 0,51 mg Lysin. 
4. Lésungsmittel Wasser-Methanol 1:1, 0,3 ccm Benzaldehyd 
enthaltend, py 8,8: 
148 y Kupfer. entspr. 0,68 mg Lysin. 
Der entspr. Versuch ergab bei der Stickstoffbestimmung des eingedampften 
Filtrats nach Kjeldahl: 0,123 mg N, entspr. 1,17 mg Benzyliden-Verb., das 
sind 0,64 mg Lysin. 


b) In Gegenwart der Kupfersalze eines Caseinhydrolysates: 


102,1 mg Benzyliden-d,/-lysinkupfer wurden in 20 ccm einer Lésung suspen- 
diert, die man durch Behandeln von 5 ccm eines Caseinhydrolysates (enthaltend 
0,3635 getrockenes Casein) mit iiberschiissigem Kupferphosphat erhalten hatte; 
die Lésung enthielt 20% Methanol und war auf py 8,8 gebracht worden. Nach 
mehrstiindigem Stehenlassen bei Zimmertemperatur wurde filtriert und mit 
wenig Wasser-Methanol 1: 1 gewaschen. Man erhielt 101,6 mg reines Benzyliden- 
lysinkupfer (Schmp. 232°) wieder (99,5% d. Th.). 


2.Isolierung von /-Lysin iiber die Benzylidenverbindung des 
Kupfersalzes aus Gelatine-Hydrolysaten. 


a) Uber die Phosphorwolframate. 

50 g lufttrockener Gelatine (14,4% Feuchtigkeit enthaltend) wurden 
8 Stdn. mit 250 ccm 20-proz. Salzsiure hydrolysiert. Nach Verdiinnen auf 
1500 ccm wurde mit einem geringen Uberschu8 (im Vorversuch an einer kleinen 
Menge ermittelt) einer 30-proz. Lésung von Phosphorwolframsiure bei 60° unter 
Rihren versetzt und dann 2 Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Man 
filtrierte durch ein gehartetes Filter im Biichnertrichter (sehr zweckmaBig hatte 
sich auch die Verwendung einer Fritte G 4 erwiesen, in die zusitzlich noch ein 
gehartetes Filter eingelegt worden war) und preBte den Niederschlag scharf ab. 
Die Phosphorwolframrate wurden zweimal in je 100 ccm der Waschflissigkeit 


16 H. Fischer u. G. Leopoldi, Angew. Chem. 47, 90 [1934]. 
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(2,5 g Phosphorwolframsaure in 100 ccm n-Salzsiure) fein verteilt und durch 
scharfes Abpressen am Filter weitgehend von Fliissigkeit befreit. Dann wurde 
der Niederschlag in etwa 1500 ccm Wasser fein suspendiert, 100 ccm konz. 
Salzsiure: zugegeben und die Phosphorwolframsiure durch oftmaliges Aus- 
schiitteln mit Ather-Amylalkohol nach der Vorschrift von Chibnall'* entfernt. 
Die salzsaure Lésung der Hexonbasen wurde durch mehrmaliges Eindampfen 
im Vakuum vom Uberschu8 der Salzsiure befreit und hierauf die Lésung mit 
n-Natronlauge unter Kihlung neutralisiert. Nun setzte man abwechselnd in 
kleinen Anteilen n-Kupfersulfatlésung und n-Natronlauge zu, bis ein geringer 
Uberschu8 an Kupferhydroxyd vorhanden war (ein gréBerer Uberschu8 bedingt 
Verluste durch Adsorption) und die Lésung py 8,8 besaB. Vom iiberschiissigen 
Kupferhydroxyd wurde durch eine Fritte G 4 filtriert, sorgfaltig mit Wasser 
gewaschen und Filtrat und Waschwisser auf 500 ccm gebracht. Zu der tiefblauen 
Lésung wurden 200 ccm Methanol und 5 ccm Benzaldehyd gegeben und mit 
wenigen Tropfen Lauge das py 8,8 wieder nachgestellt. Der ausgefallene hell- 
blaue Niederschlag wurde durch eine Fritte 17 G4 filtriert, mit Methanol- 
Wasser 1: 1 (py 8,8), dem eine Spur Benzaldehyd zugesetzt war, nachgewaschen, 
bis das Filtrat farblos ablief, dann am Filter in 50 ccm n-Salzsiure véllig gelést, 
das griine Filtrat ausgeithert und mit n-Natronlauge genau auf py 6,7 (Brom- 
thymolblau) gebracht. Nun wurde nochmals durch eine. Fritte G 4 filtriert und 
das klare Filtrat schlieBlich nach Zusatz etwa des gleichen Volumens Methanol 
auf py 8,8 gebracht und 5 ccm Benzaldehyd unter Schiitteln hinzugefiigt. Fast 
augenblicklich fiel ein pastellblauer Niederschlag aus, die Mutterlauge war farb- 
los. Die Benzylidenverbindung wurde nach dem Waschen mit wenig waBrigem 
Methanol i. V. getrocknet. Ausb. 2,8 g reines Benzyliden-/-lysinkupfer, entspr. 
3,59 g /-Lysin in 100 g wasserfreier Gelatine. — Das Kupfersalz wurde 
in 50 ccm n-Schwefelsiure gelést, das Kupfer durch Schwefelwasserstoff ent- 
fernt, das Kupfersulfid filtriert und 6-mal mit Wasser ausgekocht; danach ent- 
hielt der Kupfersulfid-Niederschlag nur noch 0,5096 mg N. Im Filtrat wurde die 
Schwefelsiure genau mit Baryt entfernt,.das Bariumsulfat abfiltriert und mit 
hei8em Wasser ausgewaschen, bis das Filtrat keine Ninhydrinreaktion gab. 
Filtrat und Waschwasser wurden im Vakuum auf 500 ccm eingeengt und in 
1 ccm der Lésung der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl bestimmt. Man fand 
254,8 mg N/500 ccm. Nun wurde i. V. fast zur Trockene verdampft, der Riick- 
stand in 10 cem Wasser aufgenommen und die Winde des Kolbens und die 
Kapillare mit etwa 50 ccm Alkohol abgespiilt. Zur klaren Lésung ,.wurden 
2,06 g Pikrinsiure (8,1 mg Pikrinsdure fiir je 1 mg Lysin-N)!’, gelést in etwas 
warmem Alkohol, zugefiigt. Nach mehrstiindigem Stehenlassen in Eis wurde 
filtriert, mit Alkohol-Ather 1: 1 gewaschen und bei 100° getrocknet. Ausbeute 
3,20 g l-Lysinpikrat, entspr. 2,91 g Lysin in 100 g trockener Gelatine, d. s. 
81,0% der auf Benzyliden-lysinkupfer gerechneten Ausbeute. Der Schmp. lag 
bei 258,5° und stieg nach einmaligem Umkrystallisieren auf 265°. — Vickery 
gibt 259° 1® bzw. 266—267° 1° an. 

Bergmann u. Zervas” konnten durch Fillung als Salicyliden-Verbindung 
aus 100 g wasserfreier Gelatine 2,38-g Lysin isolieren, davon 0,91 g aus der AIl- 
dehyd-Verbindung und 1,39 g aus der Mutterlauge iiber das Pikrat. 

b) Durch direkte Fallung aus dem Hydrolysat. 

50 g der gleichen Gelatine (lufttrocken) wurden wie oben beschrieben 
hydrolysiert. Dann wurde i. V. dreimal zum Sirup eingedampft, darauf in 
100 com Wasser aufgenommen, mit 2-n.Natronlauge unter Kihlung auf py 7,5 
gebracht und mit einem kleinen Uberschu8 Kupfercarbonat 20 Min. am Wasser- 


16 A.C. Chibnall, M. W. Rees u. E. F. Williams, Biochemical J. 37> 
372 [1943]. 

17 R. J. Block?. 

18 J. biol. Chemistry 61, 126 [1924]. 

19 Ebenda, 76, 720 [1928]. 
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bad erhitzt. Nach mehrstiindigem Stehenlassen wurde filtriert und gut nach- 
gewaschen. Die Lésung wurde i. V. zur Trockene gebracht, die Kupfersalze mit 
trockenem:Aceton fein. verrieben und dann mit kaltem Wasser ausgezogen, bis 
das Filtrat fast farblos war. Die tiefblaue Lésung wurde auf 500 ccm aufgefiillt, 
100 ccm Methanol und 5 ccm Benzaldehyd zugegeben und geschiittelt. Der abge- 
schiedene Niederschlag wurde zweimal in der oben beschriebenen Weise umgefallt ; 
er schied sich dann in Form schéner Niadelchen ab, die Mutterlauge war farblos. 
Die Benzylidenverbindung wurde nun in 50 ccm n-Salzsiure gelést, das Kupfer 
als Sulfid entfernt, der Benzaldehyd ausgeithert und das klare, farblose Filtrat 
i. V. zum Sirup eingeengt. Nun wurde in absol. Methanol hei8 gelést und nach 
dem Erkalten vorsichtig Ather bis zur Triibung zugesetzt. Sobald sich Kristalle 
abzuscheiden begannen, wurde langsam mehr Ather zugegeben, solange noch 
eine Vermehrung der Fallung eintrat.. Man erhielt so 1,45 g /- Lysin- dichlor- 
hydrat vom Schmp. 193° (Bergmann und Zervas finden ebenfalls 192—193°, 
wahrend Cox, King und Berg® 200—201° (korr.) angeben). Aus der Mutter- 
lauge wurden nochmals 0,20 g reines Lysin-dichlorhydrat isoliert. Die Gesamtaus- 
beute betrug also 1,65 g Dichlorhydrat, entspr. 2,57 g Lysin in 100 g wasser- 
freier Gelatine. 


C.H,,.0,N, - 2HCl (219,06). Ber. N 12,70, gef. 13,01. 
[a] = + 13,9° (m/20-Lysin-dichlorhydrat in Wasser). — Lutz und Jirgen- 
sons*° geben fir [a] + 14,1° an (bei gleicher Konzentration c¢ = 1,095). 


3. Bestimmung des Lysins in Casein. 

30 ccm eines durch Kochen mit Schwefelsiure, Entfernung des Sulfats als. 
Baryt und Beseitigung des Ammoniaks durch Destillation aus schwach alkali- 
scher Lésung i. V. wie tiblich dargestellten Hydrolysats von Casein Hammarsten 
(enthaltend 0,3491 g N, bzw. 2,224 g trockenes Casein) wurden nach der Vor- 
schrift von Block! mit 1 ccm konz. Schwefelsiure versetzt, im 100-ccm-GefaB 
auf 98° erhitzt, durch Zusatz von 50 ccm 20-proz. Phosphorwolframsaure die 
Basen gefallt, nach mehrstiindigem Aufbewahren bei 0° der Niederschlag 
filtriert und mit einer Lésung von 2% Phosphorwolframsiure in 5-proz. Schwefel- 
siure gewaschen. Nach Zersetzen der Phosphorwolframate in schwefelsaurer 
Lésung durch Ausschiitteln mit Ather-Amylakohol und Entfernung des Sulfats 
mit Baryt und Bariumcarbonat wurde i. V. eingeengt und, wie oben beschrieben, 
ein geringer Uberschu8 an Kupferhydroxyd in der Lésung erzeugt. Vom Uber- 
schu8 wurde filtriert und sorgfaltig ausgewaschen; das Volumen betrug danach 
etwa 25 ccm. Nach Zusatz von 7 ccm Methanol wurde mit einigen Tropfen 
Lauge auf py 8,8 gebracht und 0,3 ccm Benzaldehyd zugegeben. Nach einmali- 
gem Unmfillen zeigte die Mutterlauge keine Kupferreaktion mehr. Die Ben- 
zylidenverbindung wurde in 3 ccm n-Salzsiure gelést und nach Zusatz von 
etwas Methanol auf 25 ccm aufgefiillt. 


Jodometrische Titration. 

2 ccm der Lésung wurden mit 5 ccm einer sauren Kaliumjodid-Starke- 
lésung (20 g Kaliumjodid, 10 ccm Eisessig, 5 com Stirkelésung, auf 100 ccm 
aufgefiillt unter gleichzeitiger Titration mit n/100-Thiosulfat auf farblos) ver- 
setzt und nach 2 Min. Stehenlassen in verschlossenem GefiB mit n/100-Thio- 
sulfat titriert 21. 

2 cem verbrauchten 5,60 ccm n/100-Thiosulfat, entspr. 39,22 mg Lysin-N von 0,3491 ¢ 
Gesamt-N, d. h. 11,24% Lysin-N in Casein. — Cavett* gibt 16,3% Lysin-N im 
Casein an, wahrend Kuhn und Desnuelle** 11,05 bzw. 11,5% fanden. 


20 Lutz u. B. Jirgensons, Ber. dtsch. chem. Ges. 64, 1221 [1931]. 

21 Der Zusatz von Methanol p. a. und von Benzaldehyd in Mengen, die bei 
der Titration der Benzyliden-Verb. auftreten, stért nicht. 

22 J. W. Cavett, J. biol. Chemistry 95, 335 [1932]. 

23 R. Kuhn u. P. Desnuelle, Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 1920 [1937]. 
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4. Modellversuche zur Bestimmung des Lysins. 


a) Verhalten des Arginins und Histidins. 

60,0 mg d,l-Arginincarbonat (bzw. 54,0 mg /-Histidin-monohydrochlorid) 
wurden in 6 ccm Wasser gelést, mit n-Natronlauge auf py 8,8 gebracht, 4 ccm 
Methanol und 0,2 ccm Benzaldehyd zugegeben und zur Lésung geschiittelt. 
Auch nach mehreren Stunden war keine Triibung entstanden. Die Lésung wurde 
durch eine Fritte G4 gesaugt, mit Methanol-Wasser nachgewaschen, die Fritte 
mit n-Salzsiure griindlich gespiilt und das salzsaure Filtrat auf Kupfer geprift. 
Mit Kaliumhexacyanoferrat entstand keine Farbung. 

In 2 ccm einer Lésung von d,/-Lysin-dichlorhydrat, enthaltend 59,7 mg 
d,l-Lysin, wurden 115,0 mg /-Argininnitrat und 154,0 mg /-Histidin-monohydro- 
chlorid klar gelést und zur Lésung tropfenweise n-Kupfersulfatlésung und n- 
Natronlauge gegeben, bis ein kleiner Uberschu8 an Kupferhydroxyd in der 
Lésung vom py 8,8 vorhanden war. Nach dem Filtrieren wurde die Benzyliden- 
verbindung in der oben beschriebenen Weise durch Zusatz von 0,3 ccm Benz- 
aldehyd gefallt. Nach nochmaligem Umfillen wurde das ausgefallene Benzyliden- 
lysinkupfer in 3 ccm n-Salzsiure geliést und auf 25 ccm aufgefiillt. 

5 cem dieser Lésung verbrauchten 4,21 ccm Thiosulfat, entspr. 61,5 mg Lysin (103% 
d. Th.). : 

Nach Kjeldahl fand man 11,11 mg N (ber. 11,45 mg N; 97% d. Th.). 

Zur Kontrolle wurden 2 ccm der gleichen Lysinlésung in das Kupfersalz 
iibergefiihrt und das Kupfer wie oben jodometrisch bestimmt. Gesamtvolumen 
25 ccm, angewandt 5 ccm. Verbraucht 4,21 ccm n/100-Thiosulfat. 


b) Zusatz von Lysin zu einem Casein-Hydrolysat. 

30 ccm eines Caseinhydrolysates (enthaltend 0,3491 g N bzw. 2,224 trocke- 
nes Casein) wurden nach Zusatz von 1 ccm konz. Schwefelsiure mit 50 ccm 
20-proz. Phosphorwolframsaure in 5-proz. Schwefelsiure von den basischen 
Aminosauren befreit und im Filtrat die Phosphorwolframsiure mit Ather- 
Amylalkohol ausgeschiittelt. Das Sulfat wurde mit Baryt entfernt, das Barium- 
sulfat bis zum Verschwinden der Ninhydrinreaktion ausgewaschen, die ver- 
einigten Filtrate eingeengt und mit iiberschiissigem Kupfercarbonat die Kupfer- 
salze hergestellt. Zu 50 ccm der tiefblauen Lésung gab man 10 ccm Methanol, 
stellte das py auf 8,8 und fiigte 0,3 com Benzaldehyd zu. Auch nach mehr- 
stiindigem Stehenlassen war keine Triibung aufgetreten. 

Aus 30 cem desselben Caseinhydrolysates wurden in gleicher Weise die 
Basen mit Phosphorwolframsiure gefallt. Zum Filtrat gab man nun 1 ccm einer 
Lésung von Lysin-dichlorhydrat (entspr. 57,56 mg Lysin). Das flockig ausge- 
fallene Phosphorwolframat wurde durch Erhitzen der Lésung auf 80° gelést, 
darauf schnell gekiihlt und einige Stunden bei 0° aufbewahrt. Das nunmehr 
kérnige Phosphorwolframat wurde in iiblicher Weise zerlegt, mit iberschiis- 
sigem Kupferhydroxyd die Kupfersalze dargestellt und aus 50-proz. methano- 
lischer Lésung bei py 8,8 durch Zusatz von 0,3 ccm Benzaldehyd das Lysin 


als Benzylidenverbindung des Kupfersalzes gefillt. — Zur Bestimmung wurde 
in 3 ccm n-Salzsiure gelést, auf 25 ccm aufgefiillt und je 2 ccm zur Titration 
verwendet. 


Verbraucht 1,93 cem n/10C-Thiosulfat, entspr. 56,41 mg Lysin (38,0% d. Th.). 

Zur Kontrolle wurden 2 ccm der gleichen Lysinlésung in das Kupfersalz 
verwandelt und das Kupfer jodometrisch titriert. Gesamtvolumen ebenfalls 
25 ccm, angewandt zur Titration 2 ccm. 

Verbraucl.t 1,95 cem n/10C-Thiosulfat, entspr. 57,00 mg Lysia. 
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Uber eine Synthese des d,/-Arginins 
Von 
Fritz Turba und Karl Schuster 
Aus dem Institut fiir organische Chemie der vormaligen Deutschen Karls-Universitaét in Prag 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. April 1947) 


Die basische Aminosaure Arginin gehért zu jenen wenigen EiweiB- 
bausteinen, die sich aus Proteinhydrolysaten auf einfachem Weg weit- 
gehend spezifisch isolieren lassen?. Dennoch besitzt die Synthese des 
Arginins z. B. fiir physikalisch-chemische oder Stoffwechselunter- 
suchungen, bei denen auch geringfiigige Beimengungen anderer Amino- . 
sduren sicher vermieden werden miissen, Interesse und Bedeutung. 

In der Literatur ist bisher nur eine einzige vollstindige Synthese des 
Arginins beschrieben, und zwar von Sérensen und Mitarbeitern*. Sie fiihrt 
von Phthalimidomalonester iiber sechs Zwischenstufen mit 12,5-proz. Ausbeute 
zum Arginin. Alle anderen bisherigen synthetischen Darstellungsverfahren 
gingen vom Arginin selbst aus. So erhielten Schulze und Winterstein* 
Arginin in '37-proz. Ausbeute durch dreiwéchiges Stehenlassen von Cyanamid 
mit Ornithin, das sie zuvor durch Hydrolyse von Arginin iiber die Ornithursdure 
dargestellt hatten. Auch das von Bloch und Schénheimer'® neuerdings dar- 
gestellte, mit isotopem Stickstoff markierte Arginin war aus a-Toluolsulfo- 
ornithin gewonnen, das seinerseits aus a-Toluolsulfo-arginin erhalten worden war. 

Ein Hauptgrund fiir die relativ geringen Ausbeuten der bisherigen 
Argininsynthesen liegt wohl in der Schwierigkeit, die a-Aminogruppe 
des Ornithins zum Zweck der spezifischen Guanidierung am 6-Kohlen- 
stoff in geeigneter Weise zu maskieren. So erhalt man bei dem Verfahren 
von Sérensen, das vom Dibenzoylornithin durch alkalische Hydrolyse 
zum a-Monobenzoylornithin fiihrt, eine Ausbeute von 41% °. 

In der vorliegenden Synthese wird die a-Aminogruppe des Ornithins 
durch Komplexbildung mit Kupfer maskiert. Bekanntlich tritt die Bil- 
dung von Kupferkomplexen nur bei a- und /-Aminosauren, nicht aber 
bei y-, 6- und ¢-Aminosauren ein. Die darauf gegriindete Annahme, da8 
in den Kupfersalzen von a,w-Diaminoséuren nur die a-Aminogruppe 
maskiert, die w-Aminogruppe dagegen frei ist, hat Kurtz’ schon friiher 
durch die Synthese des Citrullins aus Ornithinkupfer und Harnstoff 
sowie durch die Isolierung von ¢-Benzoyl-lysinkupfer nach Benzoylie- 
rung des Lysinkupferkomplexes in quantitativer Ausbeute praktisch 


verwertet. 


1 Hrn. W. Gielen sind wir fiir die fleiBige und geschickte Unterstiitzung 
bei der Ausfiithrung dieser Arbeit zu besonderem Dank verpflichtet. 
2 Vgl.z.B. R. J. Block, J. biol. Chemistry 106, 457[1934]; H. B. Vikkery, 
ebenda 138, 325 [1940]; M. Bergmann u. L. Zervas, diese Z. 152, 282 [1926]. 
4 4 Sérensen, M. Héyrup, A. C. Andersen, diese Z. 76, 44 
91112, 
4 E. Schulze u. E. Winterstein, Ber. dtsch. chem. Ges. 32, 3191 [1899]; 
diese Z. 34, 128 [1901—02]. 
5 K. Bloch u. R. Schoenheimer, J. biol. Chemistry 134, 785 [1940]. 
6 Vgl. A. C. Kurtz, J. biol. Chemistry 122, 478 [1938]. 
7 A.C. Kurtz, J. biol. Chemistry 140, 705 [1941]; 122, 477 [1938]. 
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Es bestand nun weiter die Aufgabe, das an der a-Aminogruppe 
durch Komplexbildung maskierte Ornithin durch Guanidierung der 
6-Aminogruppe in den entsprechenden Argininkupferkomplex tiberzu- 
fiihren. Wie die Versuche von Schulze uns Winterstein* zeigen, 
befriedigt die Cyamid-Anlagerung nach Strecker® in praparativer Hin- 
sicht wenig. Die Darstellung aus Aminosaureester und Guanidin® war im 
vorliegenden Fall nicht gangbar. Dagegen bewahrte sich die Anlagerung 
von O-Methyl-isoharnstoff ausgezeichnet, die durch Kapfhammer und 
Miiller?® schon frither bei der Guanidierung von Monoaminosauren und 
deren Peptiden gleichfalls erfolgreich Verwendung gefunden hat. 

So konnten wir nach zweitagigem Stehenlassen einer konzentrierten 
wassrigen Lésung von d,/-Ornithinkupfernitrat mit einer Methanollésung 
von freier O-Methyl-isoharnstoffbase in 94,5-proz. Ausbeute d,l-Arginin 
als Flavianat isolieren, das sofort analysenrein war. Auch das daraus 
dargestellte Nitrat und Pikrolonat hatte ohne weiteres die richtige ana- 
lytische Zusammensetzung und zeigte alle in der Literatur beschrie- 
benen Eigenschaften der entsprechenden Derivate des d,J-Arginins. Ein 
weiterer Vorteil der. Methode ist es, daB die nachtragliche, niemals ver- 
lustlose hydrolytische Abspaltung eines maskierenden Radikals wegfallt 
und das Kupfer in einfachster Weise durch Schwefelwasserstoff zu ent- 


fernen ist. 
CO — CH - CH, - CH, - CH, 


| 
_ NH,,HNO, 


Sea 
sine of NH, 

ge 2 SC — OCH 
I O a NH,” ‘ 


CH, - CH, - CH, -CH —CO 
| 
NH,,HNO, 


Ornithin-Cu-Nitrat O-Methyl-isoharnstoff 

CO — CH - CH, - CH, - CH, - NH 
Py NH, C: NH 
peug NH,,HNO, 
NH, O 

NH - CH, - CH, - CH, - CH— CO + 2CH,OH 

| 

C: NH 

| 

NH,,HNO, 


Arginin-Cu-Nitrat 


® Strecker, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 52, 1212 [1861]. 

®° Traube u. Ascher, Ber. dtsch. chem. Ges. 46, 2077 [1913]; E. Abder- 
halden u. Sickel, diese Z. 180, 75, 175, 68; 173, 54 [1928]. 

10 J. Kapfhammer u. H. Miller, diese Z. 225, 1 [1934]. 
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Wie wir uns tiberzeugt haben, ist die hier angegebene Methode all- 
gemein brauchbar zur Synthese von Guanidoderivaten basischer Amino- 
sduren und insbesondere basischer Peptide, denen in fermentchemischer 
Hinsicht besondere Bedeutung zukommt. Wir sind mit Versuchen in 
dieser Richtung beschaftigt. 


Beschreibung der Versuche 


d,l-Argininflavianat. 

20,5 g Adipinsaiure-athylester (erhalten durch Veresterung von 17,5¢ 
Adipinséure!!) wurden durch Einwirkung von 2,3 g Natrium in Toluollésung 
in Cyclopentanon-(2)-carbonséure-aithylester ibergefiihrt!?. Ausb. 
12,0 g, d. s. 76,5% d. Th.; Sdp.; 83—88°). 10,4 g dieses Esters wurden nach 
D. W. Adamson in 50 ccm Chloroform, das 3,2 g Stickstoffwasserstoff- 
sdiure enthielt, gelést, und die Mischung bei 5° in einem lebhaften Strom trocke- 
nen Chlorwasserstoffs 3 Stdn. geriithrt. Dann wurden 60 ccm konz. Salzsiure 
zugegeben, durchgeschiittelt und die waBrige Schicht abgetrennt. Nach dem 
Verdiinnen mit 60 cem Wasser wurde 2 Stdn. unter Riickflu8 gekocht und an- 
schlieBend im Vakuum zum Sirup eingedampft. Nach dem Erkalten wurde der 
gummiartige Riickstand bei 45° in 24 ccm konz. Schwefelsiure und 20 ccm 
Chloroform gelést. Diese Lésung wurde bei 45° unter dauerndem Riihren im 
Verlauf von 5 Stdn. mit 3,2 g Stickstoffwasserstoffsiure in 30 cem Chloroform 
in Portionen zu je 2 ccm versetzt. Nach weiteren 3 Stdn. Riihren hatte die 
Stickstoff- und Kohlendioxyd-Entwicklung aufgehért; das Reaktionsgemisch 
wurde iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen gelassen und dann auf Eis 
gegossen. Die schwefelsaure Lésung wurde dann mit hei8 gesittigter Baryt- 
lésung bis eben zur kongosauren Reaktion versetzt, der Niederschlag abzentri- 
fugiert, gut mit heiBem Wasser ausgewaschen, das Filtrat und die vereinigten 
Waschwiasser auf einen Schwefelsiuregehalt von 5% gebracht und mit 30-proz. 
Phosphorwolframsaéure versetzt, bis kein Niederschlag mehr ausfiel'*. Nach 
Stehenlassen iiber Nacht bei 0° wurde abfiltriert, der Niederschlag mit einer 
Lésung von 2% Phosphorwolframsiure in 5-proz. Schwefelsiure gewaschen, 
das Phosphorwolframat in 50-proz. wiBrigen Aceton unter gutem Schiitteln 
gelést und zur klaren Lésung ein Uberschu8 von hei8 gesattigter Barytlésung 
hinzugegeben. Das Bariumphosphorwolframat wurde durch eine Glasfritte fil- 
triert, mit verdiinnter Barytlosung gewaschen und ins Filtrat Kohlendioxyd 
bis zur neutralen Reaktion eingeleitet. Vom Bariumcarbonat wurde sofort!® 
abfiltriert, das Filtrat mit verd. Schwefelsiure auf py 6 gebracht, die klare 
Lésung am Wasserbad eingedampft und der sirupése Riickstand in heiBem 
60-proz. Alkohol gelést. Beim Kihlen kristallisierte d,l-Ornithinsulfat in 
weiBen Blaittchen von Schmp. 223° (4,3 g, entspr. 34% d. Th.). Das aus einem 
kleinen Teil des Ornithinsulfats dargestellte Dipikrat schmolz bei 198,5° 
(Zers.). | 

Zur Uberfiihrung ins Nitrat wurde die wiBrige Lésung des Ornithinsulfats 
mit einem geringen Uberschu8 heiB gesittigter Barytlésung versetzt und 
Kohlendioxyd bis zur neutralen Reaktion eingeleitet. Nach raschem Filtrieren 
durch eine Fritte G 4 wurde die berechnete Menge 10-proz. Salpetersiure zu- 
gesetzt und auf dem Wasserbad stark eingeengt. Auf Zusatz von Athanol bis 
zur beginnenden Triibung erhielten wir nach kurzem Stehenlassen kugelig an- 
geordnete Nadelchen des d,l-Ornithinnitrats vom Schmp. 182—183° ©. 


11 Van Rysselberge, Bull. Acad. roy. Méd. Belgique (5) 12, 17] [1926]. 
12 Cornubert u. Borrel, Bull. Soc. chim. France (4) 47, 301 [1930]. 
18 PD. W. Adamson, J. chem. Soc. [London] 1989, 1564. 

14 Kiesel, Z. physiol. Chem. 118, 254 [1921]. 

15 Vol. F. WeiB, diese Z. 59, 500 [1909]. 
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Die waBrige Lésung des Nitrats wurde zur Uberfiihrung in den Kupfer- 
komplex einige Minuten mit einem Uberschu8 von Kupfercarbonat zum Sieden 
erhitzt, die tiefblaue Lésung filtriert und fast zur Trockene eingedampft. Das 
d,l-Ornithinkupfernitrat erstarrte zu einer tiefblauen, strahlig krystallinen 
Masse?®, 

585 mg Ornithinkupfernitrat wurden in 2 ccm Wasser gelést und mit 
einer Lésung von freier O-Methylisoharnstoffbase (bereitet nach Kapf- 
hammer und Miller’ aus 561 mg des Chlorhydrats!”? und der berechneten 
Menge Natriummethylat) in 4 ccm Methanol versetzt. Nach 2-tagig. Stehen- 
lassen bei Zimmertemperatur wurde die tiefblaue Fliissigkeit verdiinnt, mit 
n-Schwefelsiure kongosauer gemacht, durch Einleiten von Schwefelwasserstoff 
entkupfert, das Kupfersulfid gut ausgewaschen und die vereinigten Filtrate auf 
ein Volumen von 100 ccm gebracht. Die zum Sieden erhitzte Losung wurde mit 
25 ccm 5-proz. Flaviansaure versetzt. Beim Abkiihlen erschienen die charak- 
teristischen goldgelben Krystalle von Argininflavianat. Nach mehrstiin- 
digem Aufbewahren in Eis wurde das Flavianat abgesaugt, mit wenig eiskaltem 
Wasser (dem einige Tropfen Flaviansiure zugesetzt waren) und mit Alkohol- 
Ather (1: 1) gewaschen und bei 100° getrocknet. Ausb. 1,072 g (entspr. 94,5% 
d. Th.). 

C. Hi, O2N,- Ciro He O, N.S (488,43). Ber. C 39,34, H 4,13, N 17,21. 

Gef. C 39,19, H 4,09, N 17,45. 


d,l- Argininnitrat. 


Das Flavianat (1 g) wurde nach Pratt?* in 50 ccm 5-proz. Schwefelséiure 
bei 100° gelést und die Flavianséure durch mehrmaliges Schiitteln mit Butanol 
vollkommen extrahiert. Die farblose wiBrige Schicht wurde nun mit einem 
UberschuB an Baryt versetzt, in die alkalische Lésung Kohlendioxyd bis zum 
Neutralpunkt eingeleitet, das Gemisch von Bariumsulfat und Bariumcarbonat 
abfiltriert, gut ausgewaschen und die vereinigten Filtrate nach Versetzen mit 
der ber. Menge Salpetersiure am Wasserbad auf etwa 10 ccm eingeengt. Nach 
Entfairben mit Tierkohle wurde zum Sirup eingedampft und mit Alkohol ver- 
setzt, wobei das Nitrat krystallisierte. Es schmolz bei 217—218° }°. 


C. Hy, 0, Ny HNO, (237,22). Ber. C 30,38, H 6,33. 
Gef. C 30,14, H 6,48. 


d,l- Argininpikrolonat. 


Die Lésung von 100 mg Argininnitrat in wenig heiBem Wasser wurde mit 
einer heiB gesattigten alkoholischen Lésung von 120 mg Pikrolonsdure versetzt 
und die nach Stehenlassen in Eis ausgefallenen Krystalle abfiltriert, mit wenig 
Wasser und Alkohol gewaschen und zur Analyse bei 78°/12 mm getrocknet. 


Ce His O, Na+ Cro H, O;5 Ny (438,24). Ber. C 43,84, H 5,02, N 25,57. 
Gef. C 43,84, H 5,03, N 25,37. 


16 F. WeiB, 1. c.15, 8. 504. 
17 Stieglitz u. Mc. Kee, Ber. dtsch. chem. Ges. 33, 1517 [1900]. 
18 A. E. Pratt, J. biol. Chemistry 67, 351 [1926]. 

18 O. RieBer, diese Z. 49, 224 [1906]. 
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Eine vereinfachte Racematspaltung der d,/-Glutaminsaure 


Von 
Giinther Hillmann und Anneliese Elies 


Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem, jetzt Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Dezember 1946) 


Die Spaltung racemischer Aminosauren in die optischen Antipoden 
erfolgt nach den meisten chemisch-praparativen Methoden in recht um- 
standlicher Weise tiber die Alkaloidsalze ihrer Acylderivate, wobei hiu- 
fig nur der eine Antipode in optisch reiner Form erhalten wird. In An- 
betracht der Bedeutung, die die Peptidforschung, insbesondere die 
enzymchemische Bearbeitung der ,,unnatiirlichen‘‘ d-Aminosaéuren und 
Peptide durch die Arbeiten von F. Kégl!, W. Kuhn? u. a. im Laufe 
der letzten Jahre gewonnen haben, erscheint die Ausarbeitung einfacher,. 
praparativ brauchbarer Methoden zur Racematspaltung von Amino- 
sduren winschenswert. 

Nach dem eleganten Verfahren von Holmes und Adams? konnte: 
die Spaltung einiger Aminosauren tiber die fraktionierte Kristallisation 
der diastereomeren Acylverbindungen durchgefiihrt werden, die durch 
Kupplung der Aminosauren mit dem optisch aktiven /-Menthoxy-acety]- 
chlorid erhalten wurden. Die Angaben der genannten Autoren konnten 
jedoch beziiglich der Spaltung des d,l-Alanins von Pascu und Mul- 
ler? nicht bestatigt werden. 

Wir hatten versucht, eine Vereinfachung der Synthese von Peptiden 
der d-Reihe durch Kombination des bekannten Bergmannschen Ver- 
fahrens® mit der Racematspaltung iiber die diastereomeren Acylver- 
bindungen der Aminosauren zu erzielen, indem an Stelle des Carbo- 
benzoxy-chlorids (Chlorkohlensaéurebenzylester) die Acylierung der 
Aminosauren mit dem optisch aktiven Chlorkohlensaureester des |- oder 
d-a-Phenylathylalkohols vorgenommen wurde. (Der optisch aktive 
Carbo-a-phenylathoxy-Rest lieB sich nach unsern Versuchen genau wie 
der Bergmannsche Carbo-benzoxy-Rest im offenen GefiB reduktiv 
katalytisch abspalten.) Die gut kristallisierenden Hydrazide der diaste- 
reomeren Acylverbindungen des d,J-Alanins, d,J-Tyrosins und der d,l- 
Glutaminsaure (die acylierten Aminosaduren sowie deren Ester konnten 
nicht kristallisiert erhalten werden) sollten nach der fraktionierten Kri- 
stallisation direkt zur Kupplung mit einer weiteren Aminosaure ver- 
wandt werden. Es konnte jedoch in keinem Falle eine vollstandige Spal- 
tung bzw. eine Reindarstellung der d-Komponente erzielt werden. Uber 
diese Versuche wird im einzelnen an anderer Stelle berichtet werden. 


1 F. Kégl, diese Z. 258, 89 [1939]. 

2 W. Kuhn, Chemiker-Ztg. 63, 405 [1939]. 

3 —D. F. Holmes u. R. Adams, J. Amer. chem. Soc. 56, 2093 [1934]. 

4 E. Pascu u. J. W. Muller, J. biol. Chemistry 136, 335 [1940]. 

5 M. Bergmann u. L. Zervas, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 1192 [1932]. 
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Darauf wurde versucht, fiir einzelne fiir die Peptidforschung be- 
sonders wichtige Aminosaéuren spezielle vereinfachte Verfahren zur 
Racematspaltung auszuarbeiten. Wir teilen im folgenden eine verein- 
fachte Methode zur Trennung der racemischen Glutaminsaure in die 
optischen Antipoden mit. 

Abgesehen von biochemischen Methoden, zu deren Durchfiihrung 
immer spezielle Voraussetzungen gegeben sind, stehen fiir die Racemat- 
spaltung der d,/-Glutaminsaéure die chemisch praparativen Verfahren 
nach E. Fischer® (Spaltung iiber das Strychninsalz der Benzoy]l- 
verbindung) und nach 8. Sugasawa’ (Spaltung tiber das Chininsalz*® 
der d,l-Pyrrolidon-carbonsaure) zur Verfiigung. Nach dem letztgenannten 
Verfahren wird d,l/-Glutaminséure durch Erhitzen in d,l-Pyrrolidon- 
carbonsaure und diese mit der entsprechenden molaren Menge Chinin 
in das Chininsalz iiberfiihrt. Nach der fraktionierten Kristallisation aus 
Wasser erfolgt Zersetzung des Salzes durch NaOH, Isolierung der optisch 
reinen Pyrrolidoncarbonsauren und Aufspaltung mit HCl zu den Glutamin- 
siure-hydrochloriden. Dies Verfahren ist dem nach Fischer tiberlegen, 
da die reversible Umwandlung der Glutaminsaure in die Pyrrolidon- 
carbonsaure praparativ einfacher ist als die Acylierung und Entacylie- 
rung der Glutaminsaure und die Ausbeute gréBer ist. 

Wir konnten, im Verlaufe unserer Versuche durch Modifizierung der 
Sugasawaschen Methode eine wesentliche Vereinfachung und auch 
eine Verbesserung der Ausbeute erzielen. 


Die Darstellung der d,/-Pyrrolidoncarbonsaure erfolgte dabei nach 
Arnow und Opsahl® durch Hitzeracemisierung der leicht zugang- 
lichen [(+-)-Glutaminsaure, deren praparative Darstellung nach unsern 
Versuchen in besonders einfacher Weise durch Salzsiéurehydrolyse von 
entfettetem Bucheckernmeh] méglich ist. Da nur selten die Léslichkeits- 
unterschiede diastereomerer Salze oder Verbindungen so groB sind, daB 
durch fraktionierte Kristallisation eine vollstaéndige Trennung zu erzielen 
ist, liegen nach Abspaltung der optisch aktiven Hilfssubstanz (z. B. 
Brucin, Chinin, d-Camphersulfonsaéure usw.) die optischen Antipoden, 
zum mindesten der eine, meist noch nicht in reiner Form vor, so daB 
deren weitere Trennung vom Racemat notwendig wird. Dies ist auch 
bei der fraktionierten Kristallisation des Chininsalzes der d,l-Pyrrolidon- 
carbonsaure der Fall. Zwar ist das d-pyrrolidoncarbonsaure Chininsalz 
in optisch reiner Form erhaltlich und infolgedessen auch die d-Pyrro- 
lidoncarbonsaure, die /-Pyrrolidoncarbonsaure ist jedoch ohne Trennung 
vom Racemat nicht zuginglich. Nach der Originalvorschrift von Suga- 
sawa wird die Reindarstellung der /-Pyrrolidoncarbonsaure tiber die 


6 E. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 32, 2451 [1899]. 

7 §. Sugasawa, J. pharmac. Soc. Japan 537, 90 [1926]. 

8 Das Brucinsalz der /-Pyrrolidoncarbonsiure war bereits von H. D. Dakin 
(Biochem. J. 13, 424 [1919]) ohne Bezugnahme auf eine Verwendung zur Racemat- 
spaltung beschrieben worden. 
®L. E. Arnowu. J. S. Opsahl, J. biol. Chemistry 134, 649 [1940]. 
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verschiedene Léslichkeit der optisch aktiven und racemischen Pyrro- 
lidoncarbonsaure in Athylalkohol erreicht, wihrend wir die Trennung 
unter gleichzeitiger Aufspaltung der Lactambindung tiber die Glutamin- 
sdure-hydrochloride vornahmen. Nach Kégl, Erxleben und Akker- 
mann? ist das d,/-Glutaminsaéure-hydrochlorid in konzentrierter HCl 
etwa doppelt so leicht léslich wie das Hydrochlorid der Antipoden. Diese 
Untersuchungen haben bei der Diskussion K6gl-Chibnall" iiber das 
Vorkommen ,,unnatiirlicher’‘ d-Glutaminséure in Tumoren eine be- 
sondere Rolle gespielt. Die Aufarbeitung der Chininsalze erfolgt nach der 
von uns ausgearbeiteten Modifikation durch Ausschiitteln des Chinins 
aus den wassrigen Lésungen der Salze unter Zusatz von HCl als 
Pikrat mit Methylpropylketon. Durch Einengen unter weiterem Zusatz 
von HCl werden die Glutaminsaure-hydrochloride in praktisch quanti- 
tativer Ausbeute erhalten. Die Anwendung genau berechneter Mengen 
von Pikrinsaure ist nicht erforderlich, da ein UberschuB die Kristalli- 
sation von Glutaminsdurehydrochlorid aus konzentrierter HCl nicht 
stért und durch Auswaschen des Hydrochlorids auf dem Filter mit 
Aceton leicht zu entfernen ist. Die Ausbeute an /(-+-)-Glutaminsaure- 
hydrochlorid betrigt 37° d. Th., an d(—)-Glutaminsaure-hydrochlorid 
65%. (Ausbeute nach der Originalvorschrift von Sugasawa: J(+-)-Glu- 
taminsadure-hydrochlorid 30%, d(—)-Glutaminsaure-hydrochlorid 44%. 


Versuchsteil 


500 g feines entfettetes Bucheckernmehl aus geschalten Bucheckern werden 
mit 1500 ccm konz. Salzsiure (37-proz.) iibergossen und im Verlauf 1 Stde. 
haufig geschiittelt, bis die Hauptmenge in Lésung gegangen ist. Nach 20-stdg. 
Kochen am RiickfluBkihler wird die Lésung auf ca. 2500 ccm verdiinnt und 
iiber Aktivkohle filtriert. Das hellbraune Filtrat wird im Vakuum bis zu einem 
dinnfliissigen Sirup eingeengt ynd bis zur Sattigung unter Eiskiihlung HCl 
eingeleitet. Nach 3-tagigem Stehenlassen bei 0° ist die Hauptmenge des Glutamin- 
siure-hydrochlorids auskristallisiert. Nach dem Abnutschen und Umkristalli- 
sieren aus 20-proz. Salzsiure werden 35 g reines Glutaminsiure-hydrochlorid 
gewonnen. Die Darstellung der freien Glutaminsiure erfolgt nach der Vorschrift 
von Anslow u. King” durch Behandlung des Hydrochlorides mit Anilin und 
Athylalkohol. 

12,9 gd, l-Pyrrolidoncarbonsiure vom Schmp. 163° (durch Hitzeracemisation 
von 1(+)-Glutaminséure nach Arnow-Opsahl erhalten) werden in 120 ccm 
Wasser unter portionsweiser Zugabe von 32,4 g wasserfreien Chinins, Schmp. 
175°, in der Hitze gelést. Nach 12 stdg. Stehenlassen unter Kiskiihlung wird das 
noch nicht ganz optisch reine Chininsalz der d-Pyrrolidoncarbonsiure (20 g, 
Schmp. 211°, an — 114°) abgenutscht und mit wenig Aceton gewaschen. Das 
abfiltrierte Chininsalz wird in 50 ccm Wasser unter Erwirmen gelést und 5 Stdn. 
unter Kiskiihlung aufbewahrt. a an eee reine d-pyrrolidoncarbonsaure 


Chininsalz (Schmp. 115—116°, ay — 118,8°, 15,4 g) wird abgenutscht, in 


200 cem Wasser unter Zusatz von 1 ccm konz. Salzsaure gelést und mit einer 
in der Kalte gesittigten Lésung von 31 g Pikrinsiure in Methylpropylketon 


10 F. Kégl, H. Erxleben u. A.M. Akkermann, diese Z. 261, 141 [1939]. 
1 A. C. Chibnall, Nature [London] 144, 71 [1939]. 
12 W. K. Anslow u. H. King, Biochem. J. 21, 1172 [1927]. 
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ausgeschittelt. Etwas ausgefallenes Chininpikrat wird abfiltriert, ausgewaschen, 
die wassrige Lésung bis zur fast vollstandigen Entfirbung mit Methylpropyl- 
keton ausgeschittelt und im Vakuum unter Zusatz von 20 ccm konz. Salzsiure 
zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird in wenig.eiskalter konz. Salzsiure 
aufgenommen, das reine d (—)-Glutaminsdure-hydrochlorid abfiltriert und auf 
dem Filter zur Entfernung iiberschiissiger Pikrinsiiure mit trockenem Aceton 
gewaschen. Ausb. 6,0 g (65% d. Th.). 
av? = ee = — 31,6° in 9-proz. HCl. 

Die Mutterlauge der ersten Fraktion wird auf 400 ccm mit Wasser unter 
Zusatz von 2 ccm konz. Salzsiure verdiinnt und mit einer gesittigten Lésung 
von 52 g Pikrinsiure in Methylpropylketon ausgeschiittelt. Wie oben wird das 
ausgefallene Chininpikrat abfiltriert, gewaschen und die wassrige Lésung unter 
Zusatz von 40 ccm konz. Salzsiure im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird 
3-mal mit einem Materialverlust von ca. 20% aus konz. Salzsiure umkristalli- 
siert und zur Entfernung von Pikrinsiure mit Aceton auf dem Filter gewaschen. 
Ausb. 3,4 g reines / (+)-Glutaminsiure-hydrochlorid (37% d. Th.). 

20 _ 100 - 2,04 
“D ~ 71-65 

Die fiir die Ausschiittelung des Chininpikrats angewandten Mengen Pikrin- 
siure entsprechen nicht der berechneten Menge, da das Chininpikrat keine ein- 
heitliche stéchiometrische Zusammensetzung besitzt. Die Anwendung von ca. 
4 Mol. Pikrinsiure erwies sich immer als zweckmiabBig. 

Aus der Mutterlauge der 2. Fraktion kann optisch reines d (—)-Glutamin- 
siure-hydrochlorid auch durch fraktionierte Kristallisation des Hydrochlorids 
aus konz. Salzsiure nicht gewonnen werden. 

Das Chininpikrat wurde nach A. Burger'!*® durch Lithiumhydroxyd und 
Ather zerlegt und das Chinin durch mehrfaches Umfillen aus Alkohol-Wasser 
gereinigt. 

Uber das Chininpikrat haben wir in der Literatur keine Angaben 
gefunden und teilen deshalb folgende Daten mit: 

Chininpikrat (keine einheitliche Zusammensetzung und kein konstanter 
Schmelzpunkt). Wenig léslich in Alkohol, Ather, Chloroform, leicht léslich in 
Ketonen, schwer léslich in Wasser (0,018 g in 100 g bei 19°). 

Die Ausbeute bei der Isolierung der Antipoden ist wesentlich vom Rein- 
heitsgrad des Chinins abhangig. 





= + 31,4° in 9-proz. HCl. 


Uber die Wirkung von Katalysatoren auf die Sdurehydrolyse 
der Proteine 
Von 
Gerhard Schramm und Josef Primosigh 
Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Abt. Virusforschung, Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Juni 1947) 


Von J. Steinhardt! wurde beobachtet, daB unter dem EinfluB 
bestimmter organischer Anionen die Hydrolyse von Proteinen in schwa- 
chen Sauren (Konzentration < 0,l-n.) bei 65° wesentlich beschleunigt 
werden kann. Nach der uns zur Verfiigung stehenden kurzen Mitteilung 


18 A. Burger, J. Amer. chem. So2. 67, 1615 [1945]. 
1 J. Steinhardt, J. biol. Chemistry 141, 995 [1941]. 











Bd. 283 (1948) Uber die Wirkung von Katalysatoren 35 


des Autors sollen Dodecylsulfat, Dodecansulfonsiure, Tetradecylsulfat 
und Orange II (6-Naphtholorange) besonders wirksam sein. Steinhardt 
verfolgte die Geschwindigkeit der Amoniakabspaltung und die Bildung 
léslicher Stickstoffverbindungen unter der Wirkung dieser Katalysatoren 
besonders bei der Wolle. Er gibt an, daB die Siureamidspaltung (Bil- 
dung von Ammoniak) katalytisch stiirker beschleunigt wird als die Spal- 
tung der Peptidbindung. 

Diese Beobachtung Steinhardts interessierte uns im Zusammen- 
hang mit unseren Versuchen, mildere Bedingungen zur Hydrolyse der 
EiweiBstoffe ausfindig zu machen. Weiterhin ist aber auch ein Vergleich 
mit der Wirkung der natiirlichen Proteinasen von besonderer Bedeutung. 
Um den Mechanismus dieser Katalyse aufzukliren, wurden daher eine 
Reihe von Versuchen mit verschiedenen Proteinen sowie mit Pepton und 
einigen niedrigmolekularen Peptiden bzw. Saiureamiden durchgefiihrt. 

Insbesonders wurden folgende Fragen naiher untersucht: 1. Ab- 
hingigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit vom Katalysator, 2. EinfluB 
der Siurekonzentration auf die Spaltungsgeschwindigkeit, 3. die Voll- 
stindigkeit der Hydrolyse und 4. die Substratabhangigkeit der Kataly- 
satorwirkung. 


I. 


Bei unseren Versuchen wurde die Geschwindigkeit der Peptidspal- 
tung im allgemeinen durch die Anzahl der hierbei freiwerdenden NH,- 
Gruppen n2ch der volumetrischen Methode von van Slyke gemessen. Die 
Spaltungsgeschwindigkeit des Asparagins wurde mit Hilfe einer chroma- 
tographischen Methode bestimmt, die im Versuchsteil naiher beschrieben 
wird. Alle Versuche wurden bei 65° durchgefiihrt. 

Von den oben angefiihrten Katalysatoren wurden Dodecylsulfonat, 
Dodecylsulfat und Orange II naher gepriift. AuBerdem wurde eine 
Reihe anderer Sulfonsiuren und Alkylsulfonate untersucht, die in der 
Technik als Netzmittel Verwendung finden, z. B. Tiirkischrotél, Hu- 
mektol, Nekal, Kokusfettalkohol-schwefelsiureester und Mersolat. 

Unsere Erfahrungen ergaben, daB die Katalysatoren, um fiir die 
Proteinhydrolyse brauchbar zu sein, zwei Eigenschaften besitzen sollen. 
Erstens miissen sie auf die im schwachsauren Gebiet unldslichen Pro- 
teine eine dispergierende Wirkung ausiiben, damit eine klare, homogene 
Lésung entsteht. Diese Forderung wird von den meisten der angegebenen 
Stoffe erfiillt, mit Ausnahme des Orange II, das mit einigen Proteinen, 
z. B. Eieralbumin, einen unléslichen Niederschlag gibt, der dann nicht 
gespalten wird. Zweitens sollen sie beschleunigend auf den Verlauf der 
Saurespaltung einwirken. Dies setzt voraus, daB sie selbst bei der Hydro- 
lyse nicht zerstért werden. Es zeigt sich nun, daB alle Verbindungen, 
in denen die Schwefelsiure esterartig gebunden ist, bei der Reaktion 
schnell selbst hydrolysiert werden und dadurch ihre Wirkung verlieren. 
Dies ist z. B. der Fall bei Dodecylsulfat und Tiirkischrotél, die an sich 
eine gut dispergierende Wirkung besitzen. Fiir unsere Zwecke am ge- 

’ 3* 
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eignetsten erwies sich die Dodecansulfonsiure sowie Mersolat, ein Ge- 
misch verschiedener sulfurierter Paraffine. Die meisten der folgenden 
Versuche wurden mit Dodecansulfonsiure durchgefiihrt. Um eine maxi- 
male Spaltungsgeschwindigkeit zu erzielen, geniigt eine verhaltnismaBig 
geringe Katalysatorkonzentration, wie aus Tab. 1 hervorgeht. Es hat da- 
her nur Sinn, eine héhere Katalysatorkonzentration zu wihlen, wenn man 
eine gréBere Menge eines schwer léslichen Proteins in Lésung halten will. 











Dodecansulfons. Na |  ——s——C—=éSSpatlitungsgrad in % 
Konz. 4. Tag | 9. Tag 
0,08-m. 23,3 | 51 
0,24-m. 23,9 56 
0,40-m. 23,9 | 56 














Tab. 1. Spaltungsverlauf bei verschiedenen Katalysatorkonzen- 
trationen. Substrat: TMV-Protein (0,4 mg/cm‘); Séurekonz.: 0,06 m. HCl. 


II. 


Eine deutliche katalytische Beschleunigung der Saurehydrolyse 
durch Dodecansulfonsiure und ahnliche Stoffe kommt nur zustande, 
wenn die Saiurekonzentration nicht zu hoch ist. Dies geht aus Abb. 1 
und 2 hervor, in denen einige Versuchsergebnisse mit nucleinsdure- 
freiem TabakmoSaik-Virusprotein (TMV) und Eieralbumin dargestellt 
sind. Bei niedriger Saurekonzentration, z. B. 0,01-n.Salzsiure (Abb. 1) 
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Abb. 1. Spaltung des TVM bei verschiedenen Siurekonzentrationen. 
Proteink onzentration: 0,36 mg pro ccm; Katalysatorkonzentration: 0,005-m. 


Dodecansulfonat; t= 65°. 
1 = Spaltung in 1,0-n.HCl mit Katalysator. 2b = Spaltung in 0,1-n.HCl ohne Katalysator. 
2a = Spaltung in 0,1-n.HCl mit Katalysator. 3 = Spaltungin0,01-n.HCl mit Katalysator. 
scheint die Beschleunigung verhaltnismaBig am gréBten zu sein. Jedoch 
1aBt sich hier kein exakter Kontrollversuch ohne Katalysator durch- 
fiihren, da das Protein bei diesem py in der reinen Siure unléslich ist. 
Der Versuch zeigt jedenfalls, daB das Protein mit Dodecansulfonat 
in 0,01-n.HCl erheblich schneller gespalten wird als mit 0,1-n.Saure 
ohne Katalysator. In 0,1-n.Saure ist die Beschleunigung der Hydro- 
lyse ebenfalls noch recht betrichtlich, wihrend in 1-n.Saure eine solche 
nicht mehr festzustellen ist (s. Abb. 2). Die absolute Geschwindigkeit 
der Hydrolyse ist in 0,l-n.Saéure gréBer als in 0,01-n.Saiure und erreicht 
hier den Wert fiir 1-n.Siure ohne Katalysator. 
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Abb. 2. Spaltung von Eieralbumin bei verschiedenen Saurekonzentrationen. 


Proteinkonzentration bei la und 1b = 0,26 mg/ccm — 2a und 2b 0,56 mg/ccm. 
Katalysatorkonzentration 0,01-n. 5°. 


la = Spaltung in 1-n.HCl mit Katalysator. 2a = caitiiae in 0,1-n.HCl mit Katalysator. 
1b = Spaltung in 1-n.HCl ohne Katalysator. 2b = Spaltungin0,1-n.HCl ohne Katalysator. 


Uberraschend ist, daB die Hydrolyse in 0,1-n.Saure fast vollstindig 
zum Stillstand kommt, wenn etwa 50%, der vorhandenen Peptidbin- 
dungen gespalten sind. Ahnliche Beobachtungen wurden auch mit Se- 
rumalbumin gemacht. Die erhaltenen Endwerte zeigt Tab. 2. Da diese 
alle um 50% liegen, sollten am Ende der Hydrolyse mit 0,1-n.Saure 
im Durchschnitt Dipeptide in der Lésung vorhanden sein. 














Spaltungsgrad in % ' 
; Laufzeit 
Protein ohne | mit T 
e age 
Katalysator 
Eialbumin . 16,5 52,9 14 
Serumalbumin 25,9 54 a 
TMV-Protein 20 57 14 

















Tab.2. Spaltungswerte bei verschiedenen Proteinen in 0,1-n.Saure 
Katalysatorkonz. 0,01-m.; Substratkonz. 0,04—0,05% 


ITI. 


Es war nun mit der Méglichkeit zu rechnen, daB die Hydrolyse tat- 
sichlich bei einer bestimmten Peptidstufe stehen bleibt und somit ein 
gutes Verfahren zur Isolierung partieller Spaltstiicke von EiweiBstoffen 
vorlige. Wir haben daher die bei der unvollstandigen Hydrolyse auf- 
tretenden Spaltstiicke naher untersucht. 

Wir wandten hierzu zwei Methoden an. Bei der erten Versuchsreihe 
bestimmten wir die Menge der freien Aminosauren durch Abspaltung von 
Kohlensaure mit Ninhydrin nach van Slyke. Bekanntlich geben bei 
dieser Reaktion nur diejenigen Verbindungen Kohlensiure ab, die eine 
freie Aminogruppe in a-Stellung zu einer freien Carboxylgruppe enthalten. 
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Wir fanden nun, daB bei einer 47-proz. Spaltung das Tabakmosaikvirus 
bereits 21% der insgesamt in dem Protein enthaltenen Aminosauren in 
freier Form vorliegen (Tab. 3). 

Um festzustellen, ob hinsichtlich der Spaltungsgeschwindigkeit be- 
stimmte Aminosauren bevorzugt sind, wurde eine adsorptionsanalytische 
Gruppentrennung des Hydrolysates vorgenommen. Die Analyse wurde 
nach Entfernung des Katalysators und des gebildeten Ammoniaks im 
wesentlichen nach der friiher beschriebenen Methode? durchgefiihrt, 
nur wurde auf eine Aufteilung der neutralen Gruppe mit Hilfe der 
Formaldehydmethode verzichtet. Das Ergebnis ist in Tab. 3 dargestellt. 
Es zeigte sich, daB die basische Gruppe den héchsten, die Aminodicarbon- 
siurefraktion den niedrigsten Prozentsatz an freien Aminosiauren auf- 
wies. Wird von dem Gesamt-N und dem NH,-N jeder Fraktion der 
Wert fiir die freien Aminosauren abgezogen, so lit sich aus dem Ver- 


























-Amino- DP dec 
; , | van Slyke | Ninhydrin| saure-N ee 
Fraktion Ges.-N NH,-N NH,-N | in % des Peptid- 
. , fraktion 
| Ges.-N 
Gesamthydrolysat 0,326 0,1180 0,0700 21,4% 5,3 
Dicarbonsauren 0,178 0,0592 0,0420 23,6% 7,9 
Basen -| 0,299 0,0594 0,0296 39,6% *) 3 
Neutrale Aminos. 0,380 0,1820 0,1320 34,7% 5,0 








*) Da TMV. praktisch als einzige Hexonbase Arginin enthalt, wurde als 
Aminosiure-N der vierfache Wert des Ninhydrins NH,-N eingesetzt. 


Tab. 3. Aminosiuregehalt verschiedener Fraktionen eines par- 
tiellen Hydrolysates vom TMV-Protein. D.P. = durchschnittlicher 
Polymerisationsgrad. 


Versuchsbedingungen: 1g TMV (nucleinsiurefrei) wurden in 100 ccm 

5-n.Dodecansulfonat gelést, mit Wasser verdiinnt und mit 90 ccm 1l-n. H,SO, 

und Wasser auf 1000ccm aufgefiillt. Nach 13 Tagen bei 65° betrug der Spaltungs- 

grad 46,8%. Nach Ausfallung des Sulfonates mit Bariumacetat wurde das ge- 

bildete NH, im Vakuum abdestilliert und mit 500 mg Protein die Trennung 

nach *) durchgefiihrt. Von den einzelnen Fraktionen wurde der Gesamt-N und 
der NH,.N bestimmt. 


haltnis Gesamt-Peptid-N/Peptid-Amino-N der durchschnittliche Poly- 
merisationsgrad der entstandenen Peptide abschitzen (Tab. 3, letzte 
Spalte). Wieder ergibt sich bei den basischen Peptiden eine am weitesten 
vorgeschrittene Spaltung und dementsprechend der niedrigste Poly- 
merisationsgrad. Hieraus darf man wohl den SchluB ziehen, daB die 
Peptide, die auBer der endstindigen Aminogruppe noch eine zusatzliche 
basische Gruppe enthalten, besonders leicht gespalten werden. Dieses 
Ergebnis ist recht auffallend, da aus Untersuchungen von Gordon und 





* G. Schramm u. J. Primosigh, Ber. dtsch. chem. Ges. 76,373 [1943]; 
77, 417 [1944]. 
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Mitarbb.* an drei verschiedenen EiweiBstoffen hervorgeht, daB die basi- 
schen Aminosiuren bei der normalen Saurehydrolyse langsamer aus 
dem Peptidverband herausgelést werden, als die neutralen und sauren. 
Es ergibt sich hier also eine gewisse Spezifitit der Katalysator- 
wirkung, die wohl darauf beruht, daB die Sulfonsiure sich besonders 
leicht an basische Peptide anlagert und dadurch ihre Spaltung spezifisch 
beschleunigt. Der im Durchschnitt verhaltnismaBig geringe Polymeri- 
sationsgrad der entstandenen Peptide macht es wenig wahrscheinlich, 
daB die urspriingliche Polypeptidkette durch den Katalysator nur vom 
Ende her abgebaut wird, da sonst neben den freien Aminosiuren eine 
gréBere Menge héherer Peptide iibrigbleiben miiBte. 

Um diese SchluBfolgerung weiter zu sichern, haben wir noch eine 
andere Aufteilung des Hydrolysengemisches, nimlich durch fraktionierte 
Dialyse, vorgenommen. Der durchschnittliche Polymerisationsgrad der 
einzelnen Fraktionen wurde bei dem ersten Versuch gréBenordnungs- 
maBig durch das Verhiltnis von Gesamt-N zu.Amino-N bestimmt. In 
Ubereinstimmung mit den obigen Befunden ergab sich ein verhiltnis- 
maBig niedriger Polymerisationsgrad auch in den langsam dialysierenden 
Fraktionen (Tab. 4). Ein zweiter, sehr lang ausgedehnter Versuch zeigte, 
daB insbesondere der Anteil an nicht dialysabler hochmolekularer Sub- 
stanz im Hydrolysengemisch sehr gering ist. Zusammenfassend 1aiBt sich 
aus der Aminosaurebestimmung und den Dialyseversuchen der Schlu8 
ziehen, daB am Ende der partiellen Hydrolyse des TMV eine statisti- 
sche Verteilung der Spaltprodukte vorliegt, dessen Maximum 
bei den kleinsten Spaltstiicken, den Aminosiuren liegt. Eine bevorzugte 
Bildung von Dipeptiden 14Bt sich nicht feststellen. 














1. Versuch 2. Versuch 
Dislysenfraktion N-Gehalt Ges.N. N-Gehalt in % 
in % d. Ges. N } ‘NH,-N des Ges. N 
AuBenflissigkeit 
0—24 h 49,6 2,3 69,6 
24—48 h 18,2 3,6 19,3 
48—72 h 9,9 4,4 6,3 
Innenfliissigkeit 
nach 72h 22,3 4,0 — 
nach 144h —. ao 7,07 
nach 264h — — 5,8 




















Tab. 4. Stickstoffverteilung bei fraktionierter Dialyse 
eines partiellen Hydrolysates des TMV. 
Versuchsbedingungen: 100 bzw. 80 mg des in Tab. 3 erwilinten partiellen 
TMV.-Hydrolysates wurden in 100 ccm Wasser gelést und in Cellophanschliuchen 
gegen je 250 ccm Wasser unter standigem Rihren dialysiert. In aliquoten Mengen 
der AuBen- bzw. Innenfliissigkeit wurde der N-Gehalt bei Vers. 1 auch der 
Amino-N bestimmt. 


3 A. H. Gordon, A. J. P. Martin u. R. L. M. Synge, Biochemical J. 
35, 1369 [1941]. 
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Die Unvollstaindigkeit der katalytischen Hydrolyse bewirkt, daB 
eine vollstindige Zerlegung der Proteine bei geringer H-Ionenkonzen- 
tration und tiefer Temperatur, wie sie zu analytischem Zwecke erwiinscht 
wire, auf diesem Wege vorliufig nicht méglich erscheint. Es miissen 
schlieBlich doch energischere Bedingungen gewahlt werden, um die 
Proteine vollstandig zu spalten; d. h. es mu8 entweder die Temperatur 
oder die Siurekonzentration gesteigert werden. Da der erste Weg keinen 
Erfolg brachte, beschritten wir den zweiten. Es erwies sich am giinstig- 
sten, das in 0,1-n.Saure in Gegenwart von Dodecansulfonsiure erhaltene 
Spaltungsgemisch mit 1-n.Saure bei 65° weiter zu hydrolysieren. Man 
erreicht hierbei einen Spaltungsgrad von iiber 90° in etwa 40 Tagen. 
Der Verlauf einiger derartiger Versuche mit TMV sind in Abb. 3 wieder- 
gegeben. Eine vergleichende Analyse eines Aminosiuregemisches, das 
zur einen Hialfte den Bedingungen der iiblichen Hydrolyse in 6-n.HCl 
bei 130° zur andern Halfte bei 65° mit 1l-n.Saiure behandelt wurde, 
zeigte jedoch, daB keine grundsitzliche Verbesserung hinsichtlich der 
Schonung der empfindlichen Aminosiuren erzielt wurde, woriiber, in 
anderem Zusammenhang spiter berichtet wird. Trotzdem bleibt die Még- 
lichkeit bestehen, daB in besonderen Fillen die Anwendung des Kataly- 
sators von Nutzen ist. Es ware z. B. dran zu denken, zunachst kata- 
lytisch in 0,1-n.Saéure zu hydrolysieren und dann nach Entfernung des 
Katalysators fermentativ zu Ende zu spalten. 
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Abb. 3. Versuche zur vollstindigen Spaltung des TMV-Proteins. 


Es wurde zuniachst mit 0,1-n.Saiure hydrolysiert und dann an dem mit dem Pfeil bezeichneten 
Zeitpunkt die Konzentration auf 1,0-n. erhéht. t= 65°, 
.——. Proteinkonzentration 1,55 mg/ccm, Katalysator 0,02-n. 
x -- X Proteinkonzentration 0,4 mg/ccm, Katalysator 0,02-n. 


IV. 


Die Unvollstaindigkeit der Hydrolyse laBt sich am einfachsten da- 
durch erklaren, daB die Katalysatoren nur die Spaltung bestimmter 
Substrate beschleunigen, bei anderen hingegen unwirksam sind. Um 
dieser Frage nachzugehen, untersuchten wir eine Reihe verschiedener 
Peptide und Saureamide. Es zeigte sich, daB niedrigmolekulare Stoffe, 
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wie Asparagin (s. Versuchsteil), Acetyl-,Benzoyl- oder Glycyl-glycin mit 
oder ohne Katalysator gleich schnell gespalten werden, so unterschiedlich 
auch die absolute Hydrolysengeschwindigkeit ist (Tab. 5 u. 6). Das 
gleiche ist der Fall beim Diglycyl-glycin. Eine durch Wiederholung des 
Versuches eindeutig gesicherte Beschleunigung liBt sich jedoch bei einem 
anderen Tripeptid, dem Leucylglycyl-glycin feststellen, die dann noch 
deutlicher beim Witte-Pepton wird, wo sie bereits den bei den EiweiB- 
stoffen beobachteten Wert erreicht. 

Der Vergleich der Hydrolysengeschwindigkeit des Glycyl-glycins 
und des Acetyl-glycins zeigt, daB die Spaltbarkeit der Saiureamidbin- 
dung durch den Eintritt der positiv geladenen NH, stark gehemmt ° 
wird. Fiir die Wirkung des Katalysators sind derartige konstitutionelle 
Einfliisse nicht festzustellen. Man gewinnt dagegen den Eindruck, daB 
eine katalytische Beschleunigung der Hydrolyse nur dann 
eintritt, wenn das Substratmolekiil eine gewisse Mindest- 
groBe erreicht hat. Hierfiir spricht, daB beim Glycyl-glycin und 
beim Diglycyl-glycin keine Beschleunigung festzustellen ist, wohl aber 
beim Leucyl-glycyl-glycin, beim Pepton und bei den EiweiBstoffen. 

Durch dieses Versagen des Katalysators bei niedrigmolekularen 
Peptiden wird verstindlich, warum die Hydrolyse unvollstandig bleibt. 
Die Tatsache, daB trotzdem eine groBe Menge an freien Aminosiiuren 
auftritt, beruht wohl darauf, daB unter dem EinfluB des Katalysators 
auch viele endstindige Aminosiuren aus den Peptiden abgespalten 
werden. 

V. 

Es fragt sich nun, wie weit es méglich ist, das besondere Verhalten 
des Katalysators aus seinen chemischen Eigenschaften abzuleiten. Da- 
mit der Katalysator wirken kann, mu8 man annehmen, daB sich zu- 

















NH.,-N Spaltungsgrad in % 
Peptid Anfangs- 
wert 4. Tag 5. Tag | 10. Tag | 11. Tag 
Glycyl-glycin 
mit Kat... ......% 0,461 — 1 — 4 
ohne Kat. ....... 0,461 — 0 a 2 
Diglycyl-glycin 
MIG WG. . 6 wo soe 0,425 13,5 _ — 29 
ohne Kat. ....... 0,425 15 — — 28 
Leucylglycyl-glycin 
mot Kat. 66... ee 0,678 13,8 — 26,7 _ 
ohne Kat. ....... | 0,678 7,9 — 16,5 — 
Pepton Witte 
1 Oe <r 0,304 22,9 — 37,2 — 
ohne Kat. ....... 0,396 oa —- 18,4 — 























Tab. 5. EinfluB des Katalysators auf die Spaltungsgeschwindig- 
keit einiger Peptide. 
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NH,-N Spaltungsgrad in 9% 
Aminosiure | Endwert : /o 
theoret. | 4. Tag 8. Tag | 14. Tag | 20. Tag | 28. Tag 








Acetyl-glycin 








mit Kat. .. 1,20 57 — — — 97 

ohne Kat... 1,20 57,4 — 77,5 —_ 100 
| Benzoyl-glycin 

mit Kat. .. 1,97 5 ff 9,7 a 
| ohne Kat.. . 1,51 4 6,1 10,1 — 























Tab. 6. EinfluB des Katalysators auf die Spaltungsgeschwindig - 
keit acylierter Aminosaduren. 


da8 Sauren von der Art, wie sie von uns untersucht wurden, sich leicht 
an EiweiBstoffe anlagern. So fanden Lundgren und Mitarbb.*, daB 
aus Eieralbumin und Dodecylbenzolsulfonat nichtdissoziierende Ver- 
bindungen entstehen kénnen, die je nach dem Grad der Beladung mit 
der Sulfonsiure eine bestimmte Wanderungsgeschwindigkeit im elek- 
trischen Feld besitzen. Die Komplexbildung beruht in erster Linie wohl 
auf einer Salzbildung zwischen der SO{-Gruppe und basischen Grup- 
pen des EiweiBstoffes, da bekannt ist, *daB die Zahl der gebundenen 
Anionen der Anzahl der vorhandenen basischen Gruppen entspricht. 
Das Ausbleiben der katalytischen Wirkung bei hoher H-lonenkonzen- 
tration wiirde demnach so zu verstehen sein, daB die Dissoziation der 
Sulfonsiure in stark saurer Lésung zuriickgedringt wird und somit die 
Anlagerung gehemmt ist. Aus spektrophotometrischen Untersuchungen 
von Klotz® geht aber hervor, daB bei der Anlagerung auch van-der- 
Waals’sche Krafte mitspielen, was auch nach den Versuchen von Lund- 
gren* wahrscheinlich ist. Er stellte weiterhin fest, daB eine Bindung 
der von ihm untersuchten gefarbten Sulfonsiuren an Aminosaiuren und 
an ein Tripeptid (Glutation) nicht stattfindet. Wir diirfen hieraus wohl 
den SchluB ziehen, daB die Bindung der verhiltnismaBig groBen Anionen 
an ein Substrat nur dann eine zur Beschleunigung der Hydrolyse hin- 
reichende Festigkeit erlangt, wenn das Substratmolekiil eine bestimmte 
GréBe erreicht hat. Durch diese Anschauung, die experimentell noch 
weiter gestiitzt werden miBte, wiirde sich das Ausbleiben der kata- 
lytischen Wirkung bei den niedrigmolekularen Substraten zwanglos er- 
klaren lassen. 

Es ergibt sich somit eine Analogie zu den enzymatischen Hydrolysen, 
denn bei fast allen fermentativen Prozessen ist ebenfalls die Bildung 
des Ferment-Substratkomplexes fiir den Reaktionsablauf bestimmend. 
Wegen der gleichartigen Wirkung, insbesondere des ahnlichen pq- 
Optimums, liegt ein Vergleich unserer katalytischen Hydrolyse mit der 


4H. P. Lundgren, D. W. Elamu. R. A. O’Connell, J. biol. Chemistry 


149, 183 [1943]. 
5 I. Klotz, J. Amer. chem. Soc. 68, 229 [1946]. 
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Pepsinspaltung nahe, die ebenfalls bei py1 ihre héchste Wirksamkeit 
erreicht. Vielleicht kommt bei diesem Ferment die Ausbildung des 
Reaktionsmaximums auf ahnliche Weise zustande, wie bei den Kataly- 
satoren. Die Geschwindigkeit der katalytischen Hydrolyse ist der pep- 
tischen Spaltung nicht wesentlich unterlegen, wenn auch ein exakter 
Vergleich bisher noch nicht durchgefiihrt worden ist. 

Von Calvery und Mitarbb.* wurde die Spaltungsgeschwindigkeit des 
Eieralbumins durch Pepsin in 0,l-n. Salzsiure bei 30° gemessen (s. Abb. 4). 
Da er eine hohe Pepsinkonzentration anwandte, die 1/,, der Substratmenge be- 
trug, diirfte die Sittigungskonzentration des Fermentes erreicht sein; es ist somit 
ein Vergleich mit der katalytischen Hydrolyse méglich, bei der ebenfalls mit 
einer optimalen Katalysatorkonzentration gearbeitet worden ist. Unsere bei 
65° durchgefiihrte Hydrolyse des Eieralbumins verlauft, wie Abb. 4 zeigt, 
schneller als die Spaltung durch Pepsin bei 300°. Einen normalen vant Hoff- 
schen Koeffizienten der Spaltungsreaktion vorausgesetzt, diirfte der Unterschied 
zwischen der katalytischen und fermentativen Spaltung daher wohl kaum mehr 
als eine Zehnerpotenz betragen. Bemerkenswert ist, daB in beiden Fallen die 
Hydrolyse nicht vollstindig zu Ende lauft. Auch bei sehr langer Versuchsdauer 
wurde mit Pepsin nur eine 25-proz. Hydrolyse beobachtet, wihrend sie bei uns 
50% betrigt. 
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Abb. 4. Vergleich der katalytischen Hydrolyse mit der Pepsinspaltung 
des Eieralbumins. 
. — . Spaltung des Eieralbumins in 0,1-n. HCl u. 0,01-m. Dodekansulfonat. 
0 


x — x Pepsinspaltung des Eieralbumins nach Calvery. ¢ = 30°. 


Pepsin spaltet Eieralbumin zu Peptiden bestimmter GréBe, die nach 
Ultrazentrifugenversuchen von Tiselius’ ein ziemlich einheitliches 
Molekulargewicht von etwa 1000 besitzen und demnach aus etwa 7 bis 
8 Aminosiuren bestehen. Dieser Befund stimmt annihernd mit dem 


6 H. O. Calvery, W. D. Block u. E. D. Schock, J. biol. Chemistry 


113, 21 [1936]. 
7 A. Tiselius, Biochemical J. 33, 1752 [1939]. 
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von Calvery und Schock® iiberein, die fiir die durch Pepsinspaltung 
aus Kieralbuminen entstandene Proteose-Fraktion ein Polymerisations- 
grad von 5—6 Aminosiuren feststellten. Daneben wurden aber auch 
Dipeptide® und freie Aminoséuren nachgewiesen, von denen Tyrosin 
in reiner Form isoliert werden konnte®. Bei der katalytischen Hydrolyse 
lieB sich die Bevorzugung einer bestimmten Peptidstufe nicht erkennen ; 
insofern ahnelt diese mehr der Papainspaltung, bei der ebenfalls ein sehr 
inhomogenes Gemisch verschiedener Bruchstiicke unter Bevorzugung 
der freien Aminosauren entsteht ". 

Es liegt die Vermutung nahe, daB die Wirkgruppe des Pepsins von 
ahnlicher Art ist, wie bei den von uns untersuchten Sulfonsauren. Fiir 
eine solche verhiltnismaBig einfache Wirkungsweise des Pepsins spricht 
auch, daB niedrigmolekulare Stoffe mit Pepsinwirkung bekannt sind, 
wie z. B. das Briicke-Pepsin. Auf die im neutralen oder im alkalischen 
Gebiet wirkenden Peptidasen wird nun diese Vorstellung allerdings nicht 
ohne weiteres atin k6nnen. 


Zusammenfassung 


1. Bestimmte Sulfonsiuren bewirken eine starke Beschleunigung 
der Hydrolysé von Proteinen in schwach saurer Lésung. Die optimale 
Katalysatorkonzehtration betrigt 0,01—0,1-n. 


2. In 1-n.Saure ist die katalytische Wirkung nicht mehr feststellbar. _ 
3. Die Hydrolyse in 0,1-n.Siure bleibt bei etwa 50% stehen. Die 


Untersuchung der Hydrolysenprodukte zeigt, daB ein Gemisch von 
Spaltstiicken verschiedener GréBe vorliegt, in dem die freien Amino- 
siuren tiberwiegen. Die bevorzugte Ausbildung einer bestimmten Peptid- 
stufe laBt sich nicht feststellen. 


4. Durch Erhéhung der Saurekonzentration auf 1-n. laBt sich die 
Hydrolyse bei 65° in etwa 40 Tagen fast vollstaindig zu Ende fiihren. 


5. Der Katalysator wirkt gut bei EiweiBstoffen und Pepton. Eine 
gewisse Beschleunigung der Hydrolyse war auch bei Leucyl-glycyl- 
glycin festzustellen, jedoch nicht bei Dipeptiden, acylierten Amino- 
siuren und Asparagin. 

6. Nach der Art des py-Optimums, der Unvollstindigkeit der Hy- 
drolyse und der Geschwindigkeit der Spaltung ahnelt die katalytische 
Hydrolyse der Pepsinspaltung. 


Die Versuche wurden durchgefiihrt unter Mitarbeit von Frl. G.. Thumm. 

Den Deutschen Hydrierwerken A.G., Rodleben, danken wir fiir 

die Uberlassung von Dodecansulfonsiaure, der friiheren I.G. Farbenindustrie 

A.G., Werk Badische Anilin- und Sodafabrik, fiir verschiedene Netz- 
mittel. 


8 HO. Calvery u. E. D. Schock, J. biol. Chemistry 113, 15 [1936]. 
* H. O. Calvery, J. biol. Chemistry 112, 17] [1935]. 
10 M. Annetts, Biochemical J. 30, 1807 [1936]. 
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Beschreibung der Versuche 
Herstellung der Versuchsansitze 


Tabakmosaikvirusprotein. Durch mehrfaches Ultrazentrifugieren ge- 
reinigtes TMV wurde zur Abspaltung der Nucleinsiure in etwa 1-proz. Lésung 
in 5-proz. Trichloressigsiure 30 Min. auf 100° erhitzt. Hierbei fiel das nuclein- 
siurefreie Protein aus, wihrend die Nucleinsiure in Lésung blieb. Der Nieder- 
schlag wurde abzentrifugiert, einige Male mit Wasser gewaschen und bei 60° 
getrocknet. Fir die Ansitze wurde das Protein in einer kleinen Menge von 
m/5-Natriumdodecylsulfonat klar gelést, die Lésung mit Wasser verdiinnt, die 
berechnete Menge 1-n.Saiure hinzugefiigt und auf das gewiinschte Volumen auf- 
gefiillt. Die Siurezugabe mu8 langsam und unter stiindigem Schiitteln erfolgen, 
damit das Protein nicht ausflockt. 

Serumalbumin. Es wurde ein mehrfach umkristallisiertes Praiparat be. 
nutzt, das uns von G. Bergold zur Verfiigung gestellt wurde. Fiir die Versuche 
kann dieses direkt in Siure gelést und mit der gewiinschten Menge an Kataly- 
sator versetzt werden. 

Eieralbumin. Es stand uns ein Handelspriparat der Firma E. Merck 
zur Verfiigung, das ohne weitere Reinigung in gleicher Weise wie das Serum- 
albumin gelést wurde. 

, 


. Durchfithrung der van-Slyke-Bestimmungen 


Es wurde der iibliche Mikroapparat, jedoch mit dem groBen SchiittelgefaB 
des Makroapparates benutzt. Wenn die Versuchslésungen mehr als 0,1-n.Siure 
enthielten, wurden sie neutralisiert, um eine zu starke Stickoxyd-Entwicklung 
zu vermeiden. Die Schiitteldauer betrug 5 Minuten. Bei Anwesenheit von Ka- 
talysator schiumten die Lésungen ziemlich stark, was durch die iiblichen Mittel 
nicht verhindert werden konnte. Hierdurch wurde in einigen Fiillen die Genauig- 
keit der Bestimmungen herabgesetzt. 

Um den Hoéchstwert an Aminostickstoff festzustellen, der einer vollstin- 
digen Hydrolyse der untersuchten Proteine entspricht, wurden das TMYV- 
Protein und das Eieralbumin 24 Stdn. mit 6-n. Salzsiure unter CO, hydrolysiert. 
Nach der Beendigung der Hydrolyse betrug der NH,-N des TMV-Hydrolysates 
70%, beim Eieralbumin 68% des Gesamt N. Hierin ist zum Teil das gebildete 
Ammoniak mit enthalten, da dieses unter den Versuchsbedingungen teilweise 
mit Salpetriger Siiure reagiert. Fir Serumalbumin wurde ein Endwert von 70% 
NH,-N angenommen. Beim Wittepepton ergibt sich nach Literaturangaben ein 
Spaltungsendwert von 76% Amino N. Beim Vermischen des Peptons mit Dode- 
cylsulfonat fiel ein Teil der Substanz aus und wurde abfiltriert. Fiir die Versuche 
wurde das Filtrat benutzt. Es ist méglich, daB dieses einen etwas anderen Spal- 
tungsendwert besitzt als das Gesamtpepton. Bei den iibrigen untersuchten 
Stoffen betrigt der Spaltungsendwert 100% des Gesamt-N. 


Bestimmung des Spaltungsgrades beim Asparagin 

Es zeigte sich, daB Asparagin in neutraler 10-proz. Formaldehydlésung 
quantitativ an anionotropes Aluminiumoxyd adsorbiert wird, ebenso die Aspa- 
raginsiure, hingegen nicht das Ammoniumion. Auf diese Weise kann freies 
Ammoniak einwandfrei neben ungespaltenem Asparagin und Asparaginséiure 
nachgewiesen werden. 

Die Trennung wurde folgendermaBen durchgefihrt: Eine Siule aus 10 g 
anionotropem Aluminiumoxyd wurde vor der Adsorption mit 50 ccm 10-proz. 
neutraler Formaldehydlésung gespiilt. NH ,Cl bzw. eine Mischung desselben mit 
Asparagin kam in 10-proz. Formaldehydlésung zur Adsorption. Das gleiche 
Lésungsmittel wurde zum Nachspiilen benutzt. Das Adsorbat wurde mit 
0,5-n. KOH eluiert. Die folgenden Analysen zeigen, da8 Ammoniak mit 50 ccm 
glatt eluiert wird, hingegen das Asparagin selbst mit 100 ccm noch nicht ausge- 
waschen wird. 
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1. Versuch. Adsorbiert NH ,Cl (1,192 mg N). 1. Eluat (50 ccm), 1,194 mg N. 
2. Eluat (5® ccm) 0,00 mg N.- 
2. Versuch. Adsorbiert NH ,Cl (0,596 mg N) u. Asparagin (0,976 mg N). 1. Eluat 
(50 cem) 0,580 mg N. 2. Eluat (50 ccm) 0,0 mg N. 3. Eluat (0,5-n. KOH) 0,972 mg N. 
Versuchsansatz. Eine Lésung von Asparagin (0,266%), die 0,04-n. an 
HCl und 0,01-n. an Orange II war, wurde zugleich mit einer Kontrollésung 
ohne Orange IT 40 Stdn. bei 65° gehalten. Das chromatographisch abgetrennte 
Ammoniak wurde nach Kjeldahl bestimmt. 
Spaltung mit Katalysator 29% 
Spaltung ohne Katalysator 27,4%. 


Die Differenz liegt in der Fehlergrenze. 


Bestimmung der freien Aminosiéuren 


Die volumetrische Bestimmung der freien Aminosiuren durch CO,-Abspal- 
tung mit Ninhydrin (van Slyke und Dillon)?! erfolgte nach dem Vorschlag 
von Schlayer'? im Warburg-Apparat. Um befriedigende Resultate zu erhalten, 
muBte die Versuchstemperatur allerdings auf 50° erhéht werden. Kontrollver- 
suche zeigten, daB dann die CO,-Entwicklung in etwa 5—6 Stdn. beendet ist. 


Zur Frage der Einheitlichkeit der Sarkom-Melanine 
; F Von 
H. K. Barrenscheen und Irmgard Skudrezyk * 
Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Wien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Dezember 1944) 


Vergleicht man die in der Literatur niedergelegten analytischen 


Daten iiber Tumormelanine, so findet man durchgehend, daB die Ana- 
lysen der einzelnen Untersucher weitgehend voneinander abweichen. In 
Tab. 1 finden sich die Angaben aus der alteren und neueren Literatur. 
Diese Differenzen haben ihren Grund zweifellos darin, daB kaum einer 
der Untersucher die gleiche Technik wie sein Vorganger angewendet 
hat. Aber auch bei Anwendung derselben Technik durch denselben Autor 
weichen die analytischen Daten der einzelnen Praparate oft so weit 
voneinander ab (siehe Waelsch!, da man sich die Frage vorlegen 
mu, ob unter dem Begriff ,,.Melanin‘ iiberhaupt ein einheitlicher 
Stoff zu verstehen ist oder ob nicht die Zusammensetzung der 
einzelnen Melanine von Fall zu Fall wechselt. Gerade mit 
Riicksicht auf die Biogenese der Melanine scheint uns dies eine der pri- 
maren Fragen zu sein. 


--‘1) -D.D. van Slyke u.R.T. Dillon, Proc. Soc.exp. Biol. Med. 34, 362 [1936]. 
12) C. Schlayer, Biochem. Z. 297, 395 [1938]. 
* Unter experimentellei Vitarbeit von Helmut Fanta und Otto Watz- 
lawek. 
1 Waelsch, diese Z. 213, 35 [1932]. 
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Wir hatten erstmals 1935 die Méglichkeit, Tumormaterial auf 
Melanin zu untersuchen?. Abweichend von den bisherigen Untersuchern 
haben wir damals mit Trypsin verdaut und das angefallene Melanin 
durch Adsorption an der Grenzflache Wasser-Chloroform isoliert und 
durch wiederholtes Waschen und Adsorption an die Grenzfliche ge- 
reinigt. Die Zeit fiir die Einwirkung des Trypsins wechselte bei unserer 
Darstellung von 3 Wochen bis zu 3 Monaten. In den Jahren 1936 bis 
1941 hatten wir Gelegenheit, noch weitere 6 Falle von Melanosarkom 
der Leber zu untersuchen **. Durchgehend handelt es sich um Falle 
eines primaren Melanosarkoms des Auges, das Jahre nach Exstirpation 
des Primartumors zu Metastasen in der Leber fiihrte. Die langste Zeit 
nach Exstirpation des Tumors und Auftreten der Metastasen betrug 
7 Jahre. Wo es méglich war, wurden die Melanosarkomknoten aus der 
Leber ausgeschalt und nach der in der Arbeit mit Prinz* beschriebenen 
Methode verarbeitet. Nur bei diffuser Metastasierung wurde die Leber 
in toto faschiert, im iibrigen aber gleich behandelt. 








Autor % C % H % N % Ss 
Heintz* 53,44 4,02 7,10 ? 
DreBler* 51,73 5,07 13,24 0 

_ _— 7,66 ? 
Berdezu. Nencki® a) 53,74 4,22 10,59 10,09 
b) 53,28 3,87 10,06 —_ 
53,10 3,82 11,01 11,27 
Morner® a) — ae ~- 5,9 
b) 55,72 6,00 12,30 7,97 
Brandl u. Pfeiffer’ a) — — 10,55 3,65 
b) 53,87 4,2 10,57 3,6 
ce) 53,97 5,00 10,58 1,93 
d) 53,76 5,00 10,00 2,39 
e) 53,26 4,17 — 2,33 
f) 53,30 4,00 10,39 3,21 
Zdareku.v.Zeynek® a) 48,95 4,23 — a 
— 4,81 12,58 8,23 
50,83 whe yi 6,90 
51,04 4,98 —_— 5,18 
52,28 4,75 — 4,31 
54,76 4,99 12,99 2,51 
54,93 5,15 13,02 1,92 
b) 53,30 5,89 13,51 1,74 
v. Zumbusch® 51,68 6,46 14,56 1,74 
Heinlein™ 56,28 5,68 8,44 2,29 
Waelsch? 56,19 6,22 10,29 3,22 
51,34 5,04 10,36 4,14 























Tab. 1. Ergebnisse der Analysen von Tumormelaninen aus der Literatur. 


2 Barrenscheen und Prinz, Biochem. Z. 285, 130 [1936]. 
** Hrn. Prof. Chiari und Fr. Prof. Coronini sind wir fiir die amram 
des Materials zu groBem Dank verpflichtet. 
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Zu *: Kochen mit Kalilauge, weitere Behandlung mit Alkohol, Ather und 
Salzsiure. — Zu *: Faulnis (1 Jahr!), Fallung mit Salzsiure, Behandlung mit 
Ammoniak in der Kalte und in der Warme. — Zu °: a) Digestion mit Alkohol, 
Extraktion mit Ather und 1-proz. Kalilauge, Fallung mit Salzsiure, Entfernung 
des EiweiBes durch Kochen mit 10-proz. Salzsiiure. b) In heiBer Salzsiure 
lésliches Melanin, durch Eindampfen ausgeschieden. — Zu *: Das Melanin wurde 
mit Alaun, Natriumphosphat und Natriumcarbonat versetzt, der Riickstand 
mit Salzsiure behandelt. a) Fallung des salzsiureléslichen Melanins mit Schwefel- 
siure und Magnesiumsulfat, Reinigung durch wiederholtes Lésen in Alkalien 
und Fallen mit Essigsiure. Fallung der Lésung in 50—75-proz. Essigsiure durch 
Wasser. b) Lésung des salzsiureunléslichen Melanins in 1-proz. Natronlauge und 
Fillung durch Magnesiumsulfat, Digestion mit 50-proz. Essigsiure, Fallung der 
Lésung in Lauge mit Essigsiure und Digestion mit Essigsiure in der Warme, 
1 Tag mit Salzsiure stehen gelassen. — Zu ’: a) Verdauung durch .Pepsin- 
Salzsiure, koliert. b) Mit Salzsiure in der Kialte digeriert. c) Riickstand in 
heiBer Kalilauge gelést und mit Salasiure gefillt. d) Waschen des Leberbreis 
mit Wasser, Alkohol und Ather (nicht verdaut). Resultierende Farbstoffmasse, 
4-mal mit heiBer Kalilauge extrahiert. e) Mehrstiindige Hydrolyse mit 20-proz. 
Salzsiure, Auszug mit heiBer Kalilauge, 212 Stdn. mit Salzsiure gekocht. 
f) Rest. — Zu *: a) Waschen mit Chloroformwasser und 0,05-proz. Natrium- 
carbonat, Verdauung mit 0,4-proz. Salzsiure-Pepsin bei 40°. Fraktionierung 
— mehrmalige Extraktion mit 0,5-proz. Ammoniak, Fiallung mit Essigsaure. 


b) Rickstand, enthalt Filterpapierfasern. — Zu *: Mehrwochige Extraktion 
mit Ather, 14 Tage Digestion mit 0,4-proz. Salzsiure- Pepsin, 4 Tage Digestion 
mit 5-proz. Salzsiure bei 37°. — Zu 1°: Entfettung mit Ather, Hydrolyse mit 


30-proz. Lauge am Wasserbad, Fallung mit konz. Salzsiure. Entfernung von 
Eiwei8 durch Lésen in 10-proz. Natronlauge und Fallen mit konz. Salzsiure. 
Mehrstiindige Erwirmung am Wasserbad mit konz. Salzsiiure. 7 Tage in Alkohol 
aufbewahrt. — Zu 1: Wochenlange Verdauung mit Pepsin-Salzsiure unter 
Toluol bei 37°, Reinigung durch Adsorption an die Grenzfliche Toluol- Wasser. 


Tab. 2 gibt die analytischen Daten fiir die 7 von uns nach der 
gleichen Methodik dargestellten Sarkommelanine. Wie man sieht, stim- 
men die einzelnen Melanine, obwohl verschiedene Mitarbeiter an ihrer 
Darstellung beteiligt waren, in ihren analytischen Daten vollkommen 
iiberein, so daB wir auf Grund unserer Untersuchungen wohl zu der 
Annahme berechtigt sind, daB den verschiedenen Sarkom- 
melaninen ein einheitliches Bauprinzip zugrunde liegen muB. 


Die derart isolierten Melanine stellen ein lockeres, braunschwarz 
gefarbtes Pulver dar, das sich in verdiinnter Lauge leicht lost und beim 
Ansauern ausgeflockt wird. Der Aschegehalt der einzelnen Praparate 
schwankt zwischen 0 und 7%. In der Asche konnte in einzelnen Fallen 


3 Heintz, Virchow’s Arch. pathol. Anat. Physiol. klin. Med. 1, 378 u. 477 


[1849]. 
4 DreBler, Prager Vierteljahresschrift f. d. prakt. Heilkunde LXXXVIII, 
9, bzw. CI, 59 [1865]. 

5 Berdez u. Nencki, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharma- 
kol. 20, 346 [1886]. 

6 Morner, diese Z. 11, 67 [1887]. 

7 Brandl u. Pfeiffer, Z. Biol. 26, 348 [1890]. 

8 Zdarek u. v. Zeynek, diese Z. 36, 493 [1902]. 

® vy. Zumbusch, diese Z. 36, 511 [1902]. 

10 Heinlein, Biochem. Z. 154, 24 [1924]. 
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Eisen(III)-Ion nicht nachgewiesen werden, in einzelnen Fallen war 
Eisen in Spuren neben Calcium- und Phosphationen nachweisbar. Auf- 
fallend ist der hohe Sauerstoffgehalt. Versucht man aus den Analysen- 
daten eine Summenforme! zu errechnen, so ergdbe sich fiir das Sar- 
kommelanin die abgerundete Formel C43 ¢H62,3Ns,781,0016,3- DaB der- 
artige Berechnungen vorlaufig zu keinen SchluBfolgerungen berechtigen, 
dariiber sind wir uns vollkommen klar. 
























































© Bezeichnung | 09, o/ ip ee ae UI: [eeEe Te L Oae 
Nr. u. Jahreszahl | /° c o H oN} § =1:] =1 =1 
Ss i P, 1936 52,92 5,77 12,16 3,13 
F| 2. B, 1936 52,41 6,60 12,03 Sa7 
2 3. | F, 1936 52,57 5,84 12,58 2,97 
7 4, |B, 1937 51,26 | 6,18 | 12,18 | 3,33 
5 5. | B, 1937 52,66 | 6,64 | 11,61 | 3,27 
% 6. | ©, 1938 52,41 | 6,01 | 12,12 | 3,41 | 
2 7. | A, 1939 52,48 6,96 12,14 2,93 | 
‘a Durchschnittswert 52,38 6,28 jE 3,17 8,7 5,0 27 
3 8. D, 1936 57,81 2,64 9,55 0,43 50,9 (es 2,6 
S - E, 1937 59,47 2,21 9,45 0,20 108,2 lee 2,8 
2 8a) D, 1936 | 49,17 | 2,79 | 8,70 | 0,37 | 539] 66 | 1,7 
wD 9a) | E, 1937 49,73 3,97 9,39 0,21 102,4 6,2 1,8 











Tab. 2. Zusammensetzung der dargestellten Sarkom-Melanine. 


Es schien nun von Interesse, vergleichend ein anderes natives 
Melanin heranzuziehen. Wir beniitzten dazu 2 Priiparate von Sepia- 
melanin, die das Institut in den Jahren 1936—37 von der biologi- 
schen Station Neapel erhalten hatte. Die Analysen des nativen Sepia- 
melanins enthalt Tab. 2 unter Nr. 8 und 9. Gegeniiber dem Sarkom- 
melanin ist der hohe Kohlenstoffgehalt und der niedrige Schwefel- 
gehalt bemerkenswert. 

Nun ist das Sepiamelanin seiner Genese nach zweifellos noch 
mit einer groBen Anzahl von Ballaststoffen beladen. Wir haben daher 
diese Sepiamelanine ebenso wie das Sarkommelanin der Trypsinver- 
dauung unterworfen und in gleicher Weise gereinigt. Derartig behandelte 
Sepiamelanine ergeben nun wesentlich geanderte Daten, wie die Tabelle 
unter Nr. 8a und 9a zeigt. Untereinander zeigen die derart dargestellten 
Sepiamelanine halbwegs befriedigende Ubereinstimmung, so da8 man 
auch hier daran denken kénnte, daB das Sepiamelanin einem ein- 
heitlichen Bauprinzip entspricht. Von dem Sarkommelanin 
unterscheidet es sich rein 4uBerlich schon durch seine tiefschwarze Farbe , 
analytisch ergibt der geringe Schwefelgehalt und der sehr hohe Sauer- 
stoffgehalt charakteristische Unterschiede. Zweifellos handelt es sich bei 
diesen Sepiamelaninen um wesentlich anders gebaute Ko6rper als 
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beim Sarkommelanin. Mit den in der alteren Literatur™ fiir Sepia- 
melanin angegebenen Daten lassen sich unsere Zahlen nicht ver- 
gleichen. 

Von Waelsch! konnte gezeigt werden, daB das von ihm durch 
peptische Verdauung erhaltene Melanin aus einem fermentativ 
nicht weiter angreifbaren EiweiBrest und einer durch Salzsaure- 
Hydrolyse nicht weiter aufspaltbaren ,,Farbgruppe‘ besteht. Wir 
kénnen auf Grund unserer eigenen Untersuchungen, die zunachst in 
Unkenntnis und unabhangig von den Waelschschen Untersuchungen 
durchgefiihrt wurden, seine Angaben vollauf bestiatigen. Bei 24-stdg. 
Hydrolyse mit konz. Salzssiure erhalt man einen unldslichen Riick- 
stand, die eigentliche ,,Farbgruppe‘‘ oder den ,,Farbkern‘‘ des Me- 
lanins, wahrend der Riickstand ein Gemisch von Aminosauren dar- 
stellt, das nach unseren Erfahrungen arm an Huminstoffen ist. In dem 
Aminosauregemisch konnten wir durch Farbreaktionen einwandfrei 
Arginin, Histidin und reichlich Tyrosin nachweisen. Die Schwefel- 
blei-Probe auf Cystin bzw. Cystein war in allen Fallen negativ. 
Insofern widersprechen unsere Befunde den Angaben von Waelsch, 
der fiir seine Hydrolysate Cystinwerte von 0,8 bis 1,5% angibt. Da wir 
seinerzeit in dem von uns dargestellten Harnmelanogen durch Hydro- 
lyse abspaltbare Schwefelsiure finden konnten, haben wir auch die 
Hydrolysate der’Sarkommelanine auf anorganisches Sulfat gepriift. 
Tatsachlich ist ein Teil des in den Hydrolysaten vorhandenen Schwefels 
als anorganisches Sulfat vorhanden. Durch direkte Fallung mit Barium- 
chlorid konnten die einem Schwefelgehalt von rund 0,2°% entsprechen- 
den Mengen Sulfat nachgewiesen werden. Dieser urspriinglich wohl als 
Sulfosaurerest vorhandene Schwefel ist aller Wahrscheinlichkeit nach 
aus der Farbgruppe des Melanins abgespalten worden. Die Hauptmenge 
des Schwefels der Hydrolysate diirfte aber als Methionin vorliegen, 
das bekanntlich keine Schwefelbleireaktion gibt. Mit Riicksicht auf den 
hohen Sauerstoffgehalt der Sarkommelanine haben wir versucht, in den 
Hydrolysaten Glucosamin mit der von Zuckerkand]-Messiner™ an- 
gegebenen Reaktion nachzuweisen. Die Reaktion war durchgehend 
negativ. 

Um einen Einblick in die Zusammensetzung der Hydrolysate zu 
gewinnen, wurden die sehr hygroskopischen Abdampfriickstaénde im 
Vakuum getrocknet und nach méglichst rascher Einwaage in Wasser 
gelést, auf ein definiertes Volumen gebracht und in diesem Gesamt- 
stickstoff und Aminostickstoff nach van Slyke bestimmt. Soweit die 
Materialmengen es gestatteten, wurde in den Hydrolysaten auch an- 
organisches Sulfat bestimmt. Tab. 3 gibt eine Zusammenstellung der 
hier erhaltenen Werte. Vergleichsweise ist ihnen noch die Untersuchung 
11 Literatur siehe bei O. v. Firth, Zbl. allg. Pathol. pathol. Anat. XV, 622 


[1904]. 
12 Zuckerkandl u. Messiner-KlebermaB, Piochem. Z. 236, 19 [1931]. 
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eines Hydrolysates von nicht behandeltem Sepiamelanin (10-G 1937) 
und eines seinerzeit von v. Zeynek am Institut durch Pepsinverdauung 
dargestellten Pferdemelanins (14 K 1902) beigefiigt. Bei den von uns 
dargestellten Sarkommelaninen stimmen die Werte fiir den Amino- 
stickstoff bei den Melaninen 2 und 5 (B, 1936 bzw. B, 1937) praktisch 
vollkommen iiberein, wihrend das Melanin 4 (B, 1937), das auch unter 
allen unseren Melaninen den niedrigsten Kohlenstoffgehalt aufweist, 
einen wesentlich héheren Prozentsatz an Aminostickstoff zeigt, der 
wieder annéhernd mit dem des von v. Zeynek dargestellten Pferde- 
melanins tibereinstimmt. Auffallend ist der wesentlich héhere Gehalt 
an anorganischem Sulfat in dem Pferdemelanin, der rund das 4-fache 
dessen betragt, was wir bei den menschlichen Sarkommelaninen ge- 
funden haben. 





Bezeichnung |% Gesamt-|% Amino- |% Amino-N| % H.S0O, % § 
0 
































u. Jahreszahl N N d. Ges. N | (anorgan.) 
2s B, 1936 9.58 5.62 58,64 oo — 
4, B, 1937 9,58 6,48 67,68 0,80 0,26 
5. B, 1937 9,53 5,61 58,90 0,69 0,23 
10. G, 1937 7,10 3,97 55,92 a= — 
14, K, 1902 9,70 6,30 64,93 2,79 0,91 





Tab. 3. Analysen der Hydrolysate. 


Die Unangreifbarkeit des EiweiBrestes der Sarkommelanine 
durch Fermente legt den Gedanken nahe, daB dieser EiweiBrest 
einen von den normalen Eiwei8kérpern abweichender Bau 
haben mu8. Wir haben nun in einer Reihe von uns dargestellter 
Sarkommelanine (2 B, 1936, 4 B, 1937 und 7 A 1939) und vergleichs- 
weise in dem von v. Zeynek dargestellten Pferdemelanin (14 K 1902) 
den Aminostickstoff des nativen Melanins nach van Slyke zu bestim- 
men versucht, mit dem Ergebnis, daB in allen 4 untersuchten Melaninen 
(das Melanin wurde, in normaler Natronlauge suspendiert, in den van 
Slyke-Apparat gebracht) kein freier Aminostickstoff nachweis- 
bar war. Auf eine tabellarische Wiedergabe dieser durchwegs negativen 
Versuche verzichten wir aus Griinden der Raumersparnis. Vergleichs- 
weise bringen wir die Untersuchung von mit Pankreatin verdautem 
(8 D 1936) sowie nativem Sepiamelanin (10-G 1937, 12-M 1936, 13-L 
1937), bei dem durchgehend freier Aminostickstoff, wenn auch in ge- 
ringen Mengen, nachweisbar war. Bemerkenswert ist, daB unter der Ein- 
wirkung von Lauge die Menge des freien Aminostickstoffs stark zu- 
nahm, wie die in Tab. 4 mit * bezeichneten Werte zeigen, die Doppel- 
bestimmungen darstellen, die mindestens 1 bis 144 Stunden nach der 
ersten Bestimmung durchgefiihrt wurden und diese Zeit der Einwirkung 
der Lauge ausgesetzt waren. 

4* 
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Nr. Bezeichnung at : : 
u, Jahressehl 8. D, 1936 10. G, 1937 12. M, 1936 13. L, 1937 
°% Amino-N 0,37 0,0 0,66 0,87 

1,12* 0,68* 1,06 1,71 























Tab. 4. Aminostickstoffgehalt von mit Pankreatin verdautem (8) sowie nativem 
(10, 12, 13) Sepiamelanin. 


Der Farbkern unserer Sarkommelanine ergibt nun ebenso wie 
die nativen Melanine ein analytisch fiir verschiedene Praparate gleich- 
férmiges Ergebnis. Untersucht werden die Melanine 4 und 5 (B, 1937 
bzw. B, 1937), vergleichend dazu ein aus einem nativen Sepiamelanin 
(11 H 1936) dargestellter Farbkern und die Farbgruppe des Pferde- 
melanins (14 K 1902). Wahrend die diversen Farbgruppen in ihren 
Kohlenstoff- und Stickstoffwerten eine auffallende Ubereinstimmung 
zeigen, ergeben sich im Schwefelgehalt starke Differenzen. Der Schwefel- 
gehalt der Farbgruppe unserer Sarkommelanine liegt gut doppelt so 
hoch wie der der nativen Melanine, waihrend der Schwefelgehalt der 
Farbgruppe des Sepiamelanins nicht iiber dem des nativen Sepiamelanins 
liegt. Die Farbgruppe des Pferdemelanins zeigt in ihrem Schwefelgehalt 
auffallende “Ahnlichkeit mit dem Schwefelgehalt des Farbkerns des 
Sarkommelanins, das Waelsch untersucht hat, unterscheidet sich aber 
vom Waelschschen Praparat durch seinen Stickstoff- und Kohlenstoff- 
gehalt. Der Schwefelgehalt unserer Farbstoffgruppe ist um fast 50%, 
hodher als der von Waelsch gefundene. Da® hier nicht die kiirzere 
Hydrolysendauer schuld sein kann, zeigt die Ubereinstimmung der 
Werte fiir 4a und 4b (s. Tab. 5). 





























. Bezeichnun pais | yc 7 
Nr. u. Tahreszahl % © vo H | vo N % § 
4, a) B, 1937* 54,44 3,66 8,40 6,27 
b) B, 1937** | 8,45 6,29 
5. B, 1937 54,94 4,47 8,50 7,38 
11. H, 1936 54,30 2,91 | 8,51 0,27 
14, K, 1902 54,54 4,02 | 8,39 4,84 
* 24 Stdn. hydrolysiert. ** 7 Stdn. hydrolysiert. 


Tab. 5. Zusammensetzung des Farbkerns von Sarkom-Melaninen. 


Versuche, tiber die Natur des Farbkerns naheren AufschluB 
zu erhalten, sind vorlaufig feh]geschlagen. Wohl erhielten wir bei der 
Reduktion mit Eisessig-Jodwasserstoffsiure sowie bei der Reduktion mit 
Jodwasserstoffsiure und rotem Phosphor heller gefairbte Produkte, die 
jedoch derart aschereich waren (bis zu 27°,), daB wir Bedenken tragen, 
die analytisch gefundenen Daten auszuwerten. Auch Versuche, durch 
oxydativen Abbau mittels Kaliumpermanganats einen AufschluB tiber 
den Aufbau des Farbkerns zu erhalten, blieben mit Riicksicht auf die 
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geringen Materialmengen, die uns zur Verfiigung standen, erfolglos. 
Ebensowenig konnten wir in den Versuchen, mit der Kalischmelze 
weiterzukommen, einen Erfolg buchen (vgl. Tab. 6). Interessant sind 
die Verfarbungen bei der Kalischmelze. Die Schmelze farbte sich zunachst 
grunblau, beim Abkiihlen rosa, schlieBlich ging die Farbe in Grau tiber. 
Beim Auflésen in Wasser ergab sich bei unseren Sarkommelaninen 
starke Gasentwicklung und Geruch nach Indol. Der gesamte Schwefel 
der Melanine lag nach der Kalischmelze als anorganisches Sulfat vor. 








Nr. Bezeichnung Sarkommelanin Sarkommelanin ‘aoa 

u. Jahreszahl 4. B, 1937 -5. Bs 1937 14. K, 1902 
% § direkt bestimmt 3.33 3,27 4,84 
% S nach Kalischmelze 3,70 3,35 4,10 




















Tab. 6. Schwefelgehalt vor und nach der Kalischmelze. 


Bei der Zinkstaubdestillation ergaben die Farbgruppen durchgehend 
eine positive Pyrrolreaktion, die jedoch nichts tiber den Aufbau dieser 
Melanine aussagt. 

Bekanntlich findet man haufig bei Melanosarkom der Leber neben 
intensiv pigmentierten Metastasen noch vollkommen farblose, rein weibe 
Sarkomknoten. Alle Versuche, aus diesen weiBen Knoten auf ver- 
schiedenste Weise ein Melanogen zu extrahieren, blieben ergebnislos. 
Dagegen scheinen uns folgende Beobachtungen fiir die Genese der 
Melanine nicht ohne Interesse zu sein. Wenn man diese weiBen Knoten 
vorsichtig herausprapariert und den durch Faschieren und Durchtreiben 
durch ein Haarsieb erhaltenen Zellibrei unter Toluol mit Trypsin verdaut, 
so erhalt man schon nach wenigen Tagen eine intensiv schwarzbraune 
Verdauungsflissigkeit. Es scheint, als ob hier in diesem Verdauungsge- 
misch vielleicht durch die zelleigenen Fermente eine Melanin- 
bildung einsetzen wiirde. Wir haben dieses Verhalten bei allen von uns 
untersuchten Fallen nachweisen kénnen. Leider war die Menge des 
Materials zu gering, um aus diesen Ansiétzen das Melanin praparativ 
darstellen zu kénnen. Wir méchten aber glauben, da diese Beobachtung 
auch fiir die Frage der Genese der Melanine in vivo von Bedeutung sein 
kénnte. 


Beschreibung der Versuche 


Darstellung der Melanine. Die Aufarbeitung der Tumormassen wurde 
nach der Methode von Barrenscheen und Prinz? durchgefiihrt. Die Melanin- 
knoten, bei diffuser Metastasierung die ganze Leber, wurden durch die Fleisch- 
maschine und hierauf zur Entfernung von gréberem Bindegewebe durch ein 
feines Sieb getrieben. Nun wurde mit der dem Gewicht des Breis entsprechenden 
10-fachen Menge 4-proz. Natriumbicarbonatlésung angerihrt, etwa der 30. Teil 
Pankreatin absol. (Rhenania) zugefiigt und unter Toluol bei 37° gehalten. Der 
Ansatz wurde solange der Verdauung iiberlassen, bis die Biuretreaktion negativ 
geworden war. Hernach wurde im Scheidetrichter vom Toluol abgetrennt und 
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mit Essigsiure eben angesiuert. Nun wurde mit dem halben Volumen Chloro- 
form versetzt, durchgeschiittelt und die Emulsion zentrifugiert. Dabei schied 
sich das Melanin an der Grenzfliche Chloroform-Wasser als feste Scheibe ab 
und konnte nach Entfernung der wiBrigen Schicht leicht vom Chloroform abge- 
trennt' werden. Das Melanin wurde nun neuerlich mit 0,1-n.Essigséiure ange- 
riihrt, mit Chloroform geschiittelt und Adsorption und Waschen so oft wieder- 
holt, bis die wasserige Lésung vollkommen farblos war. Gegen Ende der be- 
schriebenen Arbeitsweise muBte anstatt Essigsiure n.Salzsiure zum Aufschwem- 
men verwendet werden. Hernach wurde mit Salzsiure-Alkohol solange auf der 
Zentrifuge gewaschen, bis der Alkohol farblos blieb; hierauf wurde mit 80-proz., 
90-proz. und schlieBlich mit 96-proz. Alkohol bis zur negativen Chloridreaktion 
gewaschen. Nach Absaugen im Goochtiegel wurde im Vakuum bei 100° iiber 
Phosphorpentoxyd getrocknet und analysiert. Simtliche Bestimmungen sind 
auf aschefreie Substanz umgerechnet. 

Hydrolyse der Melanine. 0,2 g Melanin wurden im Rundkolben 24 Stdn. 
unter Riickflu8 mit 20 ccm konz. Salzsiure unter Zusatz von 2 Tropfen nor- 
malem Octylalkohol gekocht. Nach dem Absaugen durch eine,Glasnutsche wurde 
mit heiBem Wasser bis zur Chloridfreiheit gewaschen, hierauf mit Alkohol, 
bis dieser klar abfloB, und schlieBlich wurde mit Ather nachgespiilt. Der Riick- 
stand, der die Farbgruppe darstellte, wurde im Vakuum bei 100° iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet. Das Filtrat wurde zur Trockene gedampft, im Vakuum 
iiber Phosphorpentoxyd bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, mit 0,1-n. Salz- 
siure auf ein definiertes Volumen gebracht und in einem aliquoten Teil Gesamt- 
stickstoff, Aminostickstoff und Schwefel durch direkte Fallung mit Barium- 
chlorid bestimmt. 


Quantitative chemische Bestimmung der Nebennieren- 
rindenhormone 
Von 
Hansjiirgen Staudinger und Martin Schmeisser 


Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes der Universitat Freiburg i. Br. 
und aus der chemischen Abteilung der Asta-Werke A.-G., Chemische Fabrik Brackwede /Westf. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. September 1947) 


Bisher war eine quantitative Erfassung der Nebennierenrinden- 
hormone, des sogenannten Cortins, nur auf dem Wege eines biolo- 
gischen Testes méglich. Fiir die biologische Auswertung bestehen zahl- 
reiche verschiedene Vorschriften!. Allgemein kann man sagen, dab 
die bisher bekannten biologischen Verfahren zeitraubend, teuer und 
umstindlich sind und sich fiir serlenmaiBige Bestimmungen nicht 
eignen. Eine Ausnahme macht vielleicht der von Giroud? angegebene 
Test am Karpfen. Dariiber fehlen aber in der Literatur weitere Be- 
stitigungen. Die Bedeutung des Nebennierenrindenhormons, insbe- 
sondere fiir den Kohlenhydrat-Stoffwechsel und Mineralstoffwechsel, 


1 Chr. Bomskov, Methodik der Hormonforschung, Leipzig 1937, I. Band, 
S. 467 ff. 

2 A. Giroud, N. Sauta u. M. Martinet, C. r. Séances Soc. Biol. Filiales 
Associées 134, 20 [1940]. 





Gr 


Ki 


rac 


met 








Bd. 283 (1948) Bestimmung der Nebennierenrindenhormone 55 


ist in jiingerer Zeit durch zahlreiche verschiedene klinische und physio- 
logische Untersuchungen immer deutlicher geworden*. Gerade deshalb 
schien es wiinschenswert, eine quantitative Erfassung der biologisch 
aktiven Inhaltsstoffe der Nebennierenrinde auf einfachem chemischem 
Wege zu erméglichen, um so die miihsame biologische Auswertung 
ersetzen zu kénnen. 


R=—H 
— 0H 
R'=—H 
— 0H 





Voraussetzung fiir eine chemische Bestimmung einer biologisch 
aktiven Substanz ist die genaue Kenntnis ihrer chemischen Konsti- 
tution. Durch die Arbeiten von Kendall‘, Pfiffner® und Reich- 
stein® ist heute die chemische Konstitution der in der Nebennieren- 
rinde vorkommenden biologisch aktiven Hormone aufgeklart (vgl. die 
Formel). Von einigen Autoren’ wird allerdings die Meinung vertreten, 
daB neben den chemisch definierten Substanzen weitere in ihrer 
chemischen Zusammensetzung nicht aufgeklirte Bestandteile der 
Nebennierenrinde fiir die Gesamtwirkung der Extrakte verantwortlich 
seien. Demgegeniiber betont Verzar®, dessen Arbeiten in erster Linie 
die Aufklairung des Wirkungsmechanismus des Cortins im Organismus 
zu verdanken ist, daB sich alle Ausfallserscheinungen bei fehlenden 
Nebennieren allein mit Desoxycorticosteron beheben lassen. Nach An- 
sicht von Verzar und Mitarbeitern® ist das Nebennierenrinden- 
hormon Coferment einer Phosphorylase. Die Wirkung des Neben- 
nierenrindenhormons beruht auf der Erméglichung der fiir den Kohlen- 
hydrat-Stoffwechsel notwendigen Phosphorylierungen im Organismus. 


3 Vgl. u.a. 8. Thaddea, Die Nebenniereninsuffizienz und ihr Formen- 
kreis, Stuttgart 1941; F. Verzar, Die Funktion der Nebennierenrinde, Basel 
1939; H. Schumann, Erg. inn. Med. 62, 904 [1942]; S. Thaddea, Klin. Wschr. 
22, 722 [1943], u. v. a. m. 

4H. L. Mason, C. 8. Myers u. E. C. Kendall, J. biol. Chemistry 114, 
613 [1936]. 

5 J.J. Pfiffner u. H. Vars, J. biol. Chemistry 106, 645[1934]; O. Winter- 
steiner u. J.J. Pfiffner, J. biol. Chemistry 111, 599 [1935]; 116, 291 [1936]. 

' 6 Vgl. zusammenfassend: T. Reichstein, Ergebnisse der Vitamin- u. 
Hormonforschung 1, 334 [1938]. 

7 §. W. Britton und R. F. Kline, Amer. J. Physiol. 138, 503 [1941]; A. 
Grolmann, Endocrinology 25, 413 [1939]; J. Pharmacol. exp. Therapeutics 
67, 257 [1937]; E. C. Kendall, J. biol. Chemistry 128, 1 [1939]; A. Nitschke, 
Klin. Wschr. 17, 390 [1938]. 

8 F. Verzar, Schweiz. med. Wschr. 1941 I, 358; Vitamine u. Hormone, 
1, 85 [1941]; vgl. auch S. Thaddea, Minch. med. Wschr. 1944, 387; G. W. Pa- 
rade, Klin. Wschr. 23, 284 [1944]. 

® F. Verzar u. C. Montigel, Helv. chim. Acta 25, 22 [1942]; Schweiz. 
med. Wschr. 1941 II, 1382; C. Montigel, Helv. chim. Acta 26, 883 [1943]; 
28, 42 [1945]. 
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Alle dem Nebennierenrindenhormon zugeschriebenen Wirkungen 
lassen sich auf die Phosphorylase-Eigenschaft zuriickfiihren. So sind, 
nach Ansicht von Verzar, auch die mannigfaltigen St6rungen bei 
einem Cortinmangel durch das Versagen der Phosphorylierungen 
bedingt !°. 

Die Wirksamkeit der Nebennierenrindenhormone hangt vor allem 
an der — CO+CH,OH-Gruppe am C-Atom 17!. Wird diese Ketol- 
Gruppe etwa durch Oxydation oder Reduktion verandert, so erlischt 
die Wirksamkeit. Daneben ist allerdings auch das Vorhandensein der 
a,p-ungesittigten Ketogruppe am C-Atom 3 eine Voraussetzung fiir 
die Wirksamkeit der Nebennierenrindenhormone. Alle Bestandteile 
der Nebennierenrinde mit Cortinwirksamkeit tragen also die beiden 
genannten charakteristischen Gruppierungen. Die verschiedenen Ne- 
bennierenrindenhormone unterscheiden sich lediglich durch das Vor- 
handensein oder Fehlen von Oxo- und Oxygruppen am C-Atom 11 
und von Oxygruppen am C-Atom 17. Nach Ansicht von Verzar be- 
deuten diese genannten Unterschiede in der chemischen Konstitution 
nur eine verschieden schnell einsetzende und verschieden lang anhal- 
tende, nicht aber eine grundsitzlich verschiedene Wirkung der Neben- 
nierenrindenhormone!”. 

Auf einen sehr einleuchtenden Zusammenhang der biologischen 
Wirkung des Cortins als Co-Phosphorylase mit seiner chemischen Kon- 
stitution, die durch die — CO-CH,OH-Gruppe ausgezeichnet ist, 
weist Reichstein!! hin, indem er die Untersuchungen von Langen- 
beck zur Erklairung heranzieht. Langenbeck?* konnte in einer Reihe 
von Arbeiten zeigen, daB bestimmte Verbindungen, die eine — CO- 
CH,OH-Gruppe haben, eine Esterase-Wirksamkeit besitzen. Man kann 
annehmen, daB die Funktion des Nebennierenrindenhormons, deren 
Voraussetzung die intakte CO-CH,OH-Gruppe ist, eine Esterase- 
Wirkung im Sinne Langenbecks sei, die spezie!! die Phosphorsiureester- 
Bindung und -Lésung betrifft. 

Wenn wir uns diese geschilderten Grundlagen und Gedanken- 
giinge zu eigen machen, so ergibt sich fiir die Ausarbeitung einer 
chemischen Bestimmung des Nebennierenrindenhormons fast zwangs- 
laufig der SchluB, die entscheidende — CO-CH,OH-Gruppe mit 
einer chemischen Methode quantitativ zu erfassen. 


10 KF, Verzar, Funktion der Nebennicrenrinde, Basel 1939; Vitamine und 
Hormone 1, 85 [1941]. 

1M. Steiger u. T. Reichstein, Helv. chim. Acta 20, 1164 [1937]; 
T. Reichstein, Verhandl. Schweiz. Naturforsch.-Ges. 1937, 122. 

12 FB. Verzar, Schweiz. med. Wschr. 1940/II, 1229; Vitamine u. Hormone 
1, 85 [1941]; Schweiz. med. Wschr. 72, 661 [1942]; vgl. aber auch E. C. Kendall, 
Proc. Stoff Meetings Mayo-Clinic 15, 297 [1940]; D. J. Ingle, Endocrinology 
26, 472 [1940]; 27, 297 [1940]. 

13 W. Langenbeck u. J. Baltes, Ber. dtsch. chem. Ges. 67, 387 [1934]; 
67, 1204 [1934]; W. Langenbeck u. F. Baehren, Ber. dtsch. chem. Ges. 69, 
514 [1936/I]. 
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Am naheliegendsten wire es wohl gewesen, die CO-CH,OH- 
Gruppe nach der von Langenbeck angegebenen Methode zur Bestim- 
mung der Esterase-Wirkung zu erfassen. Eine groBe Anzahl von Ver- 
suchen, die mit diesem Ziel ynternommen wurden, haben ergeben, 
da8 zwar ein EinfluB des Nebennierenrindenhormons auf die Ver- 
seifungsgeschwindigkeit von Estern zu beobachten ist, die aber nur 
mit relativ groBen Mengen von Nebennierenrindenhormon meBbar 
wird. So scheidet diese Methode fiir eine quantitative Testierung der 
natiirlichen Cortin-Vorkommen aus. 

Charakteristisch fiir die — CO-CH,OH-Gruppe ist ihr starkes 
Reduktionsvermégen. Diese Eigenschaft erméglichte die quantitative 
Erfassung der Nebennierenrindenhormone. In zahlreichen Vorver- 
suchen wurde zunichst die Frage gepriift, welche der zahlreichen még- 
lichen Reduktionswirkungen des Nebennierenrindenhormons sich am 
leichtesten und mit den kleinsten Mengen quantitativ erfassen lassen. 
Insbesondere wurden die gingigen Methoden zur Zuckerbestimmung 
nach der Methode von Hagedorn-Jenssen und nach der Methode 
von Shaffer und Somogyi, die auf der Reduktion von dreiwertigem 
Eisen resp. zweiwertigem Kupfer in Form der Komplexsalze beruhen, 
gepriift. Diese Methoden fiihren zu schlecht reproduzierbaren, unbefrie- 
digenden Ergebnissen; sie waren auch fiir die geringen biologisch vor- 
kommenden Mengen des Nebennierenrindenhormons nicht empfind- 
lich genug. Hingegen erwies sich die Reduktion von Phosphor- 
molybdansaure zu Molybdinblau als sehr geeignet. Dieser Re- 
duktionsvorgang kann colorimetrisch quantitativ verfolgt werden, er 
ist den eingesetzten Mengen des Nebennierenrindenhormons propor- 
tional. Da die Molybdanblaureaktion empfindlich genug ist, konnte 
sie als Grundlage zur quantitativen Bestimmung der Nebennieren- 
rindenhormone dienen. Sie ist an sich sehr wenig spezifisch. Eine 
Fille mehr oder minder stark reduzierender Substanzen ergibt grund- 
siitzlich die gleiche Reaktion in verschiedener Stiarke!*. Erst mit der 
im folgenden zu beschreibenden Methode gelingt es, die Nebennieren- 
rindenhormone in biologischem Material, vor allem in der Nebenniere 
selbst spezifisch zu bestimmen. 

Das Prinzip dieser Methode, die im Versuchsteil ausfiihrlich 
beschrieben wird, beruht zunachst auf einer méglichst weitgehenden 
Trennung der biologisch aktiven Hormone von den in der Neben- 
niere zahlreich vorkommenden Substanzen wie Fette, Sterine, Ascor- 
binsiure, Adrenalin, Steroidhormone u. v. a. m. Dieses Verfahren 
schlieBt sich mit einigen Verbesserungen und Abweichungen an das 
von Pfiffner!® und von Reichstein'® beschriebene Vorgehen zum 
fraktionierten Ausschiitteln mit verschiedenen Lésungsmitteln an. 


14 Vel. K. Hinsberg u. K. Lang, Mediz. Chemie, Berlin 1938, S. 451. 
15 W.W.Swingle u. J. J. Pfiffner, Amer. J. Physiol. 96, 153 [1931]; 95, 

164 [1931]; J. J. Pfiffner u. W. W. Swingle, Amer. J. Physiol. 96, 180 [1931]. 
16 T. Reichstein, Helv. chim. Acta 19, 29 [1936]. 
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Aber auch eine so angereicherte und weitgehend gereinigte Fraktion 
der Nebennierenrindenhormone enthalt noch andere Substanzen, die 
die Phosphormolybdansaure reduzieren und so einen zu hohen Gehalt 
von Nebennierenrindenhormon vortiuschen. Da eine weitere Reini- 
gung rationell nicht mehr méglich ist, ohne daB das Verfahren sehr 
kompliziert wiirde, haben wir uns mit einem anderen Ausweg geholfen. 
Wir machen uns die ungewoéhnliche Empfindlichkeit der entscheiden- 
den — CO-CH,OH-Gruppe zunutze, um diese Gruppe spezifisch zu 
zerstéren. Dies geschieht einfach durch Kochen in n/10-Natronlauge 
in Gegenwart von Luftsauerstoff. Unter diesen Bedingungen wird nur 
die fiir die Nebennierenrindenhormone charakteristische — CO - CH,- 
OH-Gruppe zerstért und somit ihr Reduktionsvermégen zum Ver- 
schwinden gebracht, waihrend die anderen reduzierenden und somit 
stérenden Substanzen bei dieser Behandlung nicht verindert werden. 
Die ganze Methode lauft dadurch auf ein sogenanntes Differenzver- 
fahren hinaus. Eine Halfte des zu bestimmenden-Hormons wird spe- 
zifisch zerstért und gegen die unzerstérte andere Hialfte kolorimetriert. 
Dabei werden die mitreduzierenden begleitenden Substanzen, die bei 
der Alkalibehandlung unverandert bleiben und somit in beiden Proben 
die gleiche Menge Phosphormolybdinsiure zu Molybdinblau redu- 
zieren, kompensiert. 

Die einzelnén Phasen der quantitativen chemischen Cortinbestim- 
mung wurden zunichst mit reinem Desoxycorticosteronacetat resp. 
mit dem daraus gewonnenen Desoxycorticosteron ausgearbeitet. 
Dann wurden die bekannten in der Nebenniere vorkommenden Be- 
gleitsubstanzen, wie Fette, Sterine, Hormone usw. einzeln und im 
Gemisch miteinander zu Probeanalysen zugemischt. So konnten die 
optimalen Bedingungen fiir die quantitative Bestimmung des Cortins 
im einzelnen ausgearbeitet werden. Uber die Ergebnisse dieser Unter- 
suchungen und iiber die schlieBlich ausgearbeitete genau einzuhal- 
tende Methode gibt der experimentelle Teil ausfiihrlich AufschluB. 

Die kleinste Menge des mit der Methode noch quantitativ erfaB- 
baren Nebennierenrindenhormons betrigt etwa 20 y bei einer Fehler- 
grenze von etwa 10%. Bei gréBeren Mengen wird die Genauigkeit 
besser. Die obere Grenze fiir die Vorschrift liegt bei rund 200—500 y 
Cortin. Bereits zahlreich durchgefiihrte Serienbestimmungen an Ne- 
bennieren verschiedener Tiere, insbesondere von Meerschweinchen er- 
gaben Werte, die mit den Angaben im Schrifttum, die aus biologi- 
schen Auswertungen stammen, etwa iibereinstimmen?!’. Die hier an- 
gegebene Methode beschrinkt sich zuniichst auf die Untersuchung 
von Nebennieren, sei es in tierexperimentellen Untersuchungen, sei 
es am Sektionsgut eines pathologischen Institutes. AuBerdem kann die 
Methode fiir die technische Herstellung von Nebennierenextrakten 
oT Vgl. F. Verzar, Funktion der Nebennierenrinde, Basel 1939; Chr. 


Bomskov, Methodik der Hormon-Forschung, Leipzig 1937, I. Bd. S. 467 ff.; 
H. M. Vars, A. R. Taylor u. J. J. Pfiffner, J. biol. Chemistry 106, 640 [1934]. 
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Bedeutung haben, da damit einerseits das Ausgangsmaterial auf seinen 
Gehalt, andererseits jede einzelne Phase der Extraktherstellung kon- 
trolliert werden kann. Besonders wichtig wire es, die geschilderte Me- 
thode auf eine Untersuchung des Harns auszudehnen, um damit auch 
dem Kliniker die Méglichkeit zu geben, am Krankenbett den Cortin- 
haushalt bei verschiedenen Erkrankungen zu kontrollieren?®. 


Beschreibung der Versuche 
A. Vorschrift zur Cortinbestimmung 


Die Nebennieren — es miissen mindestens 0,5 g vorliegen, bei kleineren 
Tieren vereinigt man die Nebennieren von mehreren Tieren!® — werden mit 
méglichst wenig Natriumsulfat (wasserfrei) zu einem trockenen Pulver verrieben, 
das 12—24 Stdn. mit ca. 50 ccm Chloroform stehen bleibt. Dann wird es durch 
ein Rundfilter in ein 100 ccm fassendes Normalschliffkélbchen filtriert und griind- 
lich mit Chloroform nachgewaschen. Die Chloroformlésung wird bei ca. 40—50° C 
Badtemperatur und ca. 150 mm Druck zur Trockne eingedampft*°. Der vdllig 
chloroformfreie Riickstand wird in 40 ccm reinem tiefsiedenden Petrolither auf- 
genommen und viermal mit je 10 ccm einer Mischung von 70% Alkohol und 30% 
1-n.HCl gut ausgeschiittelt. Die alkoholischen Ausziige, in denen sich das Hormon 
quantitativ befindet, werden mit 20 ccm 1-n.HCl versetzt, wobei weitere Anteile 
von Fett und Cholesterin als Triibung ausfallen. Diese werden noch einmal mit 
10—20 ccm Petrolather ausgeschiittelt. Die jetzt 50-proz. alkoholische Lésung 
wird viermal mit je 10 cem reinem Chloroform ausgeschiittelt. Die vereinigten 
Chloroformausziige werden zur Beseitigung von sauren Begleitstoffen einmal 
mit 10 ccm 0,5-n.NaOH, dann mit 10 ccm 0,1-n.NaOH ausgeschiittelt. Um das 
Alkali und etwa vorhandene basische Verunreinigungen zu entfernen, wird noch- 
mals mit 10 ccm 0,1-n.H,SO, ausgeschiittelt. Die durch Feuchtigkeit getriibten 
Chloroformausziige werden zur Entfernung der Feuchtigkeit und evtl. noch 
vorhandenen Spuren von Adrenalin durch 5g Blaugel oder Permutit von 
1—2 mm KorngrdBe filtriert. Diese Filtersubstanz befindet sich in einem 12 cm 
langen Réhrchen von 10 mm g; sie wird vorher mit 20 cem Chloroform durch- 
gespiilt, die verworfen werden. Das Permutit oder Blaugel wird dann mit 20 ccm 
Chloroform nachgewaschen, so da8 man insgesamt ca. 60 ccm Lésung enthilt. 
Diese wird in zwei genau gleiche Teile geteilt und in zwei 100 ccm fassende 
Normalschliffkélbchen gegeben. 

Die beiden Lésungen werden unter den gleichen Bedingungen wie oben 
sorgfiltig zur Trockne eingedampft. Der eine Teil wird nun zur Zerstérung des 
Hormons | Stde. mit 2 ccm 0,1-n.NaOH mit aufgesetztem ca. 30 cm langem 
Steigrohr auf dem Wasserbad erhitzt. Danach wird er mit 2 ccm 0,1-n.Essig- 
siure genau neutralisiert und auf dem Wasserbad durch Durchsaugen von fil- 
trierter Luft zur Trockne gedampft. Beide Anteile werden mit je 4 ccm reinstem 
Eisessig quantitativ in ein Jenaer Reagensglas gespiilt und mit je genau 0,5 ccm 
Phosphormolybdansaure-Reagens versetzt. Das Reagens setzt sich zusammen aus: 

1 Tl. Lésung ,,A“* (18,4 g MoO, + 8g NaOH + 50ccm H.O), 

4 TlIn. Lésung ,,B‘ (120 ccm 89-proz. H,PO, + 80 ccm 40-proz. H.SO,), 
Es ist nach der Zusammenmischung héchstens 2 Tage haltbar. Die beiden mit 
dem Reagens versetzten Reagensgliser werden nun 1 Stde. in ein siedendes 


18 Die Erweiterung der Methode auf die Untersuchung des Harns wird 
zur Zeit von uns ausgearbeitet. 

19 Man wihlt die Menge des vorgelegten Materials so, daB das darin zu be- 
stimmende Cortin zwischen 20—200 y betragt. 

20 Bei geringeren Drucken geht zuviel Chloroform verloren, das sonst wieder 
gewonnen werden kann. 
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Wasserbad gestellt, wobei sich die blaue Farbe entwickelt. Die beiden Farbungen 
werden dann im Stufenphotometer mit Filter S 72 miteinander verglichen, nach- 
dem beide Eisessig-Molybdinblau-Lésungen noch auf 5 ccm aufgefiillt worden 
sind. Gemessen wird in der 1-cm-Kiivette. Die gemessene Extinktion wird ver- 
doppelt, da sie ja nur durch die halbe Hormonmenge verursacht ist. Aus der 
Extinktion kann die vorhandene Hormonmenge aus einer mit reinem Desoxy- 
corticosteronacetat hergestellten Vergleichskurve errechnet werden. Sollte aus- 
nahmsweise die Farbung zu intensiv sein, so greift man zu entsprechend geringerer 
Schichtdicke, muB dann aber das Ergebnis noch durch die Schichtdicke dividie- 
ren. Wenn die mit NaOH behandelte Lésung durch das Kochen mit dem Reagens 
triibe geworden sein sollte, muB sie nach dem Auffiillen auf 5 cem durch ein 
Papierfilter filtriert werden. 

Umfangreiche Untersuchungen zu jedem einzelnen Punkt der hier gegebenen 
Vorschrift waren notwendig, um die optimalen Bedingungen herauszufinden. 
Die Wiedergabe aller Einzelversuche wiirde zu weit fiihren. Es muB aber mit 
Nachdruck darauf hingewiesen werden, daB die Kinhaltung der hier gegebenen 
Vorschrift Voraussetzung fiir ein befriedigendes Ergebnis ist. Zur Durchfiihrung 
der Bestimmung wird es stets eines gut eingerichteten Untersuchungslabora- 
toriums bediirfen. Die Methode wird nur in der Hand eines sorgfaltigen Be- 
arbeiters zum Erfolg fiihren*!. 


1. Verteilung des Cortins in verschiedenen Lésungsmitteln. 


Die Verteilung der Nebennierenrindenhormone in den verwendeten Lé- 
sungsmitteln wurde mit reinem Desoxycorticosteron quantitativ verfolgt. Bei 
einmaligem Ausschiitteln mit 70-proz. Alkohol aus Petrolither geht bei gleichen 
Mengen der beiden Phasen 80% des Desoxycorticosterons in den Alkohol. Aus 
der 50-proz. alkohalischen Lésung geht bei einmaligem Ausschiitteln mit der 
gleichen Menge Chloroform rund 80% des Hormons in das Chloroform. Daraus 
ist zu ersehen, daB beim Einhalten der Vorschrift jeweils eine quantitative 
Extraktion gesichert ist. Die verwendeten Lésungsmittel miissen auBerordent- 
lich rein sein. Der Petrolither mu8B méglichst tiefsiedend sein und soll vorher 
iiber Kaliumpermanganat destilliert werden. Das Chloroform muB vor seiner Ver- 
wendung gut mit Wasser gewaschen und dann iiber Kaliumcarbonat getrocknet 
werden. Danach wird es destilliert; nur die mittlere Fraktion kann verwendet 
werden. Die Reinheit des Chloroforms ist fiir das gute Gelingen der Analyse 
ausschlaggebend. Der Alkohol wird wie iiblich gereinigt. Die zugesetzte Salz- 
siure muB rein, vor allem frei von elementarem Chlor und Brom sein. Der Salz- 
siurezusatz hat nur den Zweck, hartnickige Emulsionsbildung beim Ausschiit- 
teln zu vermeiden. Das verwendete Permutit mu zuvor alkalisch behandelt 
werden, danach lange bis zur vollstiindig neutralen Reaktion in flieBendem 
Wasser gewaschen und dann bei 110° C getrocknet werden**. Die Verwendung 
von Permutit und Blaugel ist gleichwertig. Die vorgeschriebenen 5 g Permutit 
oder Blaugel bedeuten die optimale Menge; nimmt man zuviel, so werden meB- 
bare Mengen Hormon adsorbiert, nimmt man zu wenig, so ist der Reinigungs- 
und Trocknungseffekt unzureichend. 

2. Die spezifische Zerstérung der Hormone mit Natronlauge. 

Mit dem beschriebenen Trennungsgang lassen sich die begleitenden Sub- 
stanzen nicht 100-prozentig vom Hormon abtrennen. Vor allem Spuren von 
Progesteron, Cholesterin, Adrenosteron und anderen Steroiden begleiten das 


*1 Besondere Sorgfalt ist der Reinigung der verwendeten Glasgerite zu- 
zuwenden. Die Verwendung von Bichromat-Schwefelsaiure oder von alkalischer 
Permanganatlésung ist ungeeignet, da geringste Spuren von Chrom- oder Mangan- 
verbindungen der héheren Oxydationsstufen die Reaktion stéren. Es empfiehlt 
sich, die Glasgerite nur mit heiBer Sodalésung und mit destilliertem Wasser 
ausgiebig zu reinigen und die Geriite an der Luft zu trocknen. 

2 Auf diese Weise kann auch gebrauchtes Permutit zuriickgewonnen werden. 
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Hormon bis in die letzten Stufen hinein, wie wir dies an entsprechenden Modell- 
versuchen feststellen konnten. Die Behandlung mit Natronlauge in der vorge- 
schriebenen Weise zerstért spezifisch die Nebennierenrindenhormone. Eine in 
der angegebenen Weise behandelte Menge von Desoxycorticosteron oder dessen 
Acetat (10—200 y) ruft mit dem Phosphormolybdanséure-Reagens iiberhaupt 
keine Blaufirbung mehr hervor. Die genannten Sterine und Steroide hingegen 
werden bei exakter Kinhaltung der angegebenen Bedingungen nicht angegriffen. 
Die Intensitat der durch sie bedingten Molybdinblaubildung ist vor und nach 
der Alkalibehandlung dieselbe. Beim Vergleich des unbehandelten Anteils der 
Analyse mit dem Anteil, der mit Natronlauge behandelt wurde, wird also nur 
die durch das Cortin hervorgerufene Blaufirbung gemessen. Da nur die Halfte 
des Hormons zur Reaktion gelangt, muB die gemessene Extinktion verdoppelt 
werden. Auf dieser alkalischen Behandlung beruht letztlich die Spezifitat der 
angegebenen Methode. 

3. Die colorimetrische Bestimmung mit Phosphormolybdin- 
saure. 

Die colorimetrische Bestimmung reduzierender Substanzen mit Phosphor- 
molybdansiure, die durch diese zu Molybdainblau reduziert wird, geht auf 
Folin und Wu* zuriick. Die Extinktion des Molybdanblaus wird im Stufen- 
photometer mit dem Filter S 72 bestimmt. Die fiir die hier beschriebene Be- 
stimmung geeignetste Zusammensetzung des Phosphormolybdansiure-Reagens 
muBte in ausgedehnten Serienversuchen festgelegt werden. Das Reagens wird 
zweckmaBig unmittelbar vor der Bestimmung durch Mischung von | TI. der 
Lésung A und 4 Tin. der Lésung B angesetzt und ist dann héchstens 2 Tage 
verwendungsfihig. Die Lésungen A und B sind getrennt beliebig lange haltbar. 


Die Lésung A besteht aus: 
18 g MoO, reinst, 8g NaOH p.a., 50g H,0. 

Die angegebenen Mengen sind genau einzuhalten, da die Intensitat der Molyb- 
dinblaureaktion vom pu der Lésung A abhingig ist. Die angegebene Lésung 
hat ein pu von 6,5, wobei die besten Resultate erzielt werden. Das Molybdin- 
siiure-anhydrid muB sehr rein sein*‘. Es darf vor allem keine Ammonium- und 
Chlor-Ionen enthalten. Dies gilt auch fiir die anderen verwendeten Reagenzien. 
Sowohl Ammonium- wie auch Chlor-Ionen stéren die Reaktion entscheidend. 
Die Abnahme der Molybdanblaubildung ist der Konzentration der NH,-lonen 
proportional. Bei rd. 1% NH,-Ionen im Reagens wird ungefaihr nur noch die 
halbe Extinktion erreicht. Der EinfluB der Chlor-Ionen ist weniger iibersichtlich, 
aber genau so stark stérend. 


Die Lésung B besteht aus: 
120 ccm 89-proz. H,;PO,. 80 ccm 40-proz. H,SQ,. 

Hier ist vor allem die Qualitaét der verwendeten Phosphorsiure ausschlag- 
gebend 5, Spuren von nitrosen Gasen oder reduzierenden Phosphorverbindungen 
niedrigerer Wertigkeitsstufen machen die Reaktion unméglich oder entstellen 
sie. Schon eine durch nitrose Gase oder Halogene verunreinigte Laboratoriums- 
luft gefihrdet die Bestimmung erheblich. Die Schwefelsiure mu8 absolut rein 
sein?*, Der zur Lésung verwendete Eisessig mu8 von Athylalkohol und anderen 
Verunreinigungen frei sein. Er wird zuvor tber Kaliumpermanganat in einer 
Glasschliffapparatur destilliert. 


23 OQ. Folin u. J. Wu, J. biol. Chemistry 82, 83 [1929]. 

24 Besonders geeignet ist ein Priparat der Gesellschaft fiir Elektrometal- 
lurgie in Nurnberg, der wir fiir die Molybdinsaure bestens danken. 

25 Am besten brauchbar war eine Phosphorsiure, die von der I. G. Farben- 
industrie A.-G. stammte. Sie wurde uns freundlicherweise vom chem. Institut 
der Universitat Freiburg i. Br. zur Verfiigung gestellt, wofiir wir bestens danken. 

26 ZweckmaBig ist die 40-proz. H,SO, ,,zur Gasanalyse‘‘ von Merck. 
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Die Intensitat der Molybdanblaubildung ist stets etwas von den angewandten 
Reagenzien abhiangig. Es ist deshalb notwendig, bei allen erstmalig verwendeten 
Chemikalien die Extinktionswerte an reinem Desoxycorticosteron resp. an dessen 
Acetat zuvor festzulegen und sie im Laufe lingerer Untersuchungsreihen hie 
und da zu iiberprifen. Z. B. wichen die Werte in Brackwede von den in Frei- 
burg gemessenen Extinktionen etwas ab. Die Extinktion ist aber immer der 
Konzentration des vorgelegten Hormons exakt proportional. Bei 100 y Des- 
oxycorticosteronacetat fanden wir in Freiburg eine Extinktion von 0,9, in 
Brackwede von 0,6. ZweckmaBigerweise stellt man sich also mit reinem Des- 
oxycorticosteron eine Eichkurve her, die linear sein und durch den Nullpunkt 
des Koordinatensystems gehen mu8. Wir priiften Desoxycorticosteronacetat 
verschiedener Herkunft?’. Die frischen Priparate gaben alle die gleiche Ex- 
tinktion. Nach Kriegsende erhielten wir neue Proben, die offenbar z. Tl. schon 
alter oder aus einem anderen Grunde von geringerer Qualitét waren. Sie ergaben 
teilweise eine zu geringe Extinktion. Auch handelsfertige Nebennierenrinden- 
Hormonpraparate sind hinsichtlich ihrer reduzierenden Wirkung nach unserer 
Methode haufig von erheblich geringerem Wert als ihrem deklarierten Gehalt 
an Desoxycorticosteronacetat entsprache. 

B. Einige Beispiele 

1. Modellversuche. 

a) Mit 100 y reinem Desoxycorticosteron wurde der gesamte Trennungs- 
gang durchgefihrt. Die eingesetzte Menge fand sich quantitativ wieder. 

b) Ein Gemisch 0,50 g Cholesterin, 0,20 g Unterhautfett (Meerschwein- 
chen), 0,15 g Olivenél, 1 mg Adrenalin, 5 mg Ascorbinséure, 0,5 mg Testoviron, 
0,5 mg Progestéron, 0,1 g Glucose, 0,1 g Fructose wurde nach der beschriebenen 
Methode untersucht. Die Extinktion der unbehandelten Halfte war der der 
alkalisch behandelten Hialfte gleich. Keine der Substanzen tauscht also das Vor- 
handensein von Cortin vor. 


c) Zu solchen unter b angefiihrten Mischungen wurden wechselnd Mengen , 


von Desoxycorticosteron zugegeben. Die eingesetzten Hormonmengen fanden 
sich mit einer Abweichung von héchstens + 10° wieder. 

2. Untersuchung von Nebennieren und anderen Organen 

a) Zur weiteren Priifung der Methode auf ihre Spezifitaét wurden ver- 
schiedene Organe (0,5—1 g) des Meerschweinchens untersucht, z. B. Herz, 
Lunge, Leber, Niere, Ovar, Hoden, Skelettmuskel, Fettgewebe. Die Ergebnisse 
niherten sich aller innerhalb der MeBgenauigkeit dem Werte Null. Der relativ 
héchste Wert wurde bei Herz und Niere des Meerschweinchens gefunden. Bei 
der zunichst willkiirlichen Voraussetzung, daB der Wert durch in der Niere 
resp. im Herzen vorhandenes Cortin bedingt sei, wiirde sich ein Gehalt von etwa 
0,8 mg % Cortin in Herz und Niere beim Meerschweinchen finden. 

b) Im Vergleich dazu wurden Nebennieren von verschiedenen Tieren unter- 
sucht. Bei 8 minnlichen Meerschweinchen bestimmten wir einen durchschnitt- 
lichen Cortingehalt der Nebenniere von 23 mg ° (17—30 mg %). Bei 2 Hunden 
fanden wir den Cortingehalt der Nebennieren zu 7,4 und 3,6 mg %. Bei 5 Katzen 
durchschnittlich 17 mg %. 


Zusammenfassung 


Es wird eine Methode zur quantitativen chemischen Bestimmung 
der Nebennierenrindenhormone in der Nebenniere beschrieben. Die 


27 Desoxycorticosteronacetat bekamen wir von der Ciba in Wehr, von der 
I. G. Farbenindustrie und von der Schering A.-G., Berlin, freundlichst fiir unsere 
Versuche zur Verfiigung gestellt. Wir danken den Firmen bestens fiir die kost- 
bare Substanz. 
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Methode ist relativ einfach und schnell und gestattet somit Serien- 
bestimmungen bei tierexperimentellen Untersuchungen, am Sektions- 
gut und fiir die technische Gewinnung von Nebennierenextrakten. 


Die Methode beruht im Prinzip auf: 

1. einer Anreicherung des Cortins durch Behandeln mit verschie- 
denen Lésungsmitteln, 

2. einer spezifischen Zerstérung der halben Menge des ange- 
reicherten Hormons, 

3. einem photometrischen Vergleich der Molybdanblaubildung, 
die einerseits durch den unzerstérten, andererseits durch den 
spezifisch zerstérten Anteil des angereicherten Hormons her- 
vorgerufen wird. 


Vergleichende Untersuchungen iiber den Cholesteringehalt 
des Blutes in den Jahren 1942—1947 


Von 


Josef Schmidt-Thomé, Gotthart Schettler und Helmut Goebel 


Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Tiibingen, und der Medizinischen Klinik 
der Universitat Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. November 1947) 


Die Funktion des im Blut kreisenden Cholesterins ist trotz der 
sehr umfangreichen Literatur noch nicht eindeutig geklart. Wahrend 
im Blutplasma ,,freies‘‘, d. h. unverestertes, und an Fettsiuren gebun- 
denes ,,verestertes‘‘ Cholesterin vorkommt, findet sich in den Blut- 
kérperchen nur freies Cholesterin. Es ist hier ein Bestandteil der Erythro- 
cytenmembran und Angriffspunkt der Digitoninhémolyse!. Wahrend 
das Plasmacholesterin starkeren Schwankungen unterworfen ist, die 
vor allem die Cholesterinester betreffen, ist der Cholesteringehalt der 
Blutkérperchen hiervon weitgehend unabhangig und konstant. Der 
Cholesteringehalt des Blutes zeigt groBe Schwankungen, doch ist fiir 
jedes Individuum bei Beobachtung iiber einen lingeren Zeitraum eine 
bestimmte Hohe des Blutcholesterinspiegels? charakteristisch. Nach 
Angaben der Literatur liegt der Mittelwert bei Serum oder Plasma 
um 210 mg% fiir das Gesamtcholesterin (freies + verestertes Cholesterin), 
60 mg% fiir das freie und 150 mg% fiir das veresterte Cholesterin. Die 
Schwankungen kénnen normalerweise beim gleichen Menschen + 20 bis 
50 mg% fiir das gesamte, + 5—10 mg% fiir das freie und 10—40 mg % 
fiir das veresterte Cholesterin betragen. Der Cholesteringehalt der Ery- 


1 J. Schmidt-Thomé, diese Z. 275, 183 [1942]. 
2 W. M. Sperry, J. biol. Chemistry 117, 391 [1937]. 
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throcyten liegt bei etwa 60 mg%, bezogen auf gewaschene Blutkérper- 
chen in einer Aufschwemmung vom gleichen Volumen wie das urspriing- 
liche Blut!}*. Es sind viele Untersuchungen gemacht worden iiber die 
experimentelle BeeinfluBbarkeit des Blutcholesterins durch Vitamine, 
Hormone, nervése Reize, Ernahrung, auBere Einwirkungen u. a. Aus 
der sehr umfangreichen Literatur lassen sich nur wenige gesicherte Er- 
gebnisse entnehmen. Fiir die vorliegende Arbeit von Interesse ist die 
Steigerung des Cholesterins nach starker Fettbelastung. Man hat hieraus 
schon lange auf eine Beteiligung des Cholesterins am Fettsauretransport 
geschlossen* >. 

AnlaBlich von Untersuchungen iiber die Saponinhémolyse und iiber 
die experimentelle BeeinfluBbarkeit des Blutcholesterinspiegels wurde 
vor einigen Jahren von einem von uns eine titrimetrische Mikromethode 
zur Bestimmung des Cholesterins mit Hilfe der Blutkérperchenhémolyse 
durch Digitonin entwickelt}**®, die sich infolge ihrer einfachen und 
raschen Durchfiihrbarkeit auch klinisch gut bewahrt hat’. Mit ihrer 
Hilfe haben wir in den Jahren 1940—47 an normalen Individuen Blut- 
cholesterinbestimmungen durchgefiihrt, iiber die im folgenden berichtet 
wird. Es handelt sich um Untersuchungen an einem Kreis von 10—20 
Personen, deren Cholesterinwerte zum Teil iiber die ganze Zeit verfolgt 
werden komnten. 

In den Untersuchungsreihen wurden jeweils das Blutkérperchen- 
Cholesterin sowie das gesamte und freie Cholesterin im Plasma bestimmt. 
Aus der Differenz zwischen gesamtem und freiem Cholesterin ergibt sich 
die Menge an verestertem Cholesterin. Um die Werte statistisch zu 
sichern, wurde der mittlere Fehler oy, des Mittelwerts M nach der 


ax 

n-(n—1 

schen arithmetischem Mittel und Einzelwert und n die Zahl der Be- 
stimmungen ist. Bei Versuchsreihen mit groBem n folgt aus statistischen 
Betrachtungen, daB der 3-fache Wert von oy mit einer Wahrscheinlich- 
keit von 99,73% den Fehlerbereich angibt, innerhalb dessen der nur 
an n Werten ermittelte Mittelwert vom wahren Mittelwert abweicht. 
Bei kleinem n ist oy mit einem Faktor ¢ zu multiplizieren, der gréBer 
als 3 ist. Er 1aBt sich am bequemsten aus den Tabellen von Koller® 
entnehmen. — Bei dem im folgenden durchgefiihrten Vergleich ver- 
schiedener Beobachtungen aus mehreren Jahren muBte gepriift werden, 
ob die verschiedenen Mittelwerte M,, M, usw. nur im Rahmen von 
Zufallsschwankungen voneinander abweichen, oder ob ein echter Unter- 


Formel oy = berechnet, wobei x die Differenz zwi- 


3 J. Schmidt-Thomé u. H. Augustin, diese Z. 275, 190 [1943]. 

4 Vgl. Lehnartz, Chemische Physiologie, J. Springer 1947, S. 327. 

5 G. Schramm u. A. Wolff, diese Z. 263, 61 [1940]; dort weitere Literatur. 

6 J. Schmidt-Thomé, diese Z. 275, 208 [1943]. 

7 G. Schettler, Arztl. Forschg. 1, 219 [1947]; Klin. Wechr. im Druck. 

8 §. Koller, Graphische Tabellen zur Beurtzilung statistischer Zahlen, 
2. Aufl., Th. Steinkopff, Dresden und Leipzig 1943. 

















Bd. 283 (1948) Untersuchungen itber den Cholesteringehalt des Blutes 65 


schied statistisch sichergestellt ist. Bei Versuchsreihen mit groBem n ist 
letzteres der Fall, wenn die Differenz M, — M, gréBer ist als das 
Dreifache von opis = Voy,? + om,2. Bei kleinem n ist auch hier zur 
Sicherung einer 99,73-proz. Wahrscheinlichkeit ein gréBerer Faktor t¢ 


anzuwenden 8, 
In den Tabellen 1 und 2 ist der Mittelwert M + oy angegeben. 




















1940 1942 1946 1947 
55 + 1,25 58 + 2,5 56 + 1,51 60 + 1,23 
(20 Fale) (16 Falle) (13 Faille) (12 Fale) 








Tab. 1. Blutkérperchencholesterin in mg%. 


Aus Tab. 1 folgt, daB der Wert fiir das Blutkérperchencholesterin 
im Laufe der letzten 7 Jahre unverandert geblieben ist. 





Gesamt-Cholesterin Freies Cholesterin |Verestertes Cholesterin 








1942 (16 Fille) 191 + 5,98 51 + 2,05 141 + 5,15 
1946 (13 Fille) 157 + 3,82 42 +1,5 115 + 3,7 
1947 (12 Fille) 160 + 5,42 44 + 1,79 116 + 5,06 











Tab. 2. Plasmacholesterin in mg%. 














| M,—M, t -oDift 

| Gesamt-Cholesterin 34 23,4 

| 1942—46 Freies Cholesterin 9 8,4 

| Verestertes Cholesterin 26 21 

| Gesamt-Cholesterin 31 26,8 

| 1942—47 Freies Cholesterin 7 9,1 
Verestertes Cholesterin 25 24 

| 














Tab. 3. Differenz der Plasmacholesterinwerte. 


Tab. 2 gibt die Werte fiir das Plasmacholesterin in den Jahren 
1942—47. In der Tab. 3 sind die Differenzen der Mittelwerte verglichen 
mit dem mittleren Fehler der Differenz. Es ergibt sich aus den beiden 
Tabellen, daB die Werte fiir gesamtes und verestertes Cholesterin seit 1942 
stark gesunken sind. Dieses Absinken ist mit 99,73% Wahrscheinlich- 
keit gesichert, denn M, — M, ist gréBer als t - o pitz. Weiter ergibt sich, 
daB das freie Cholesterin nicht mit gleich groBer Wahrscheinlichkeit 
abgesunken ist. Begniigt man sich in diesem Falle mit dem 2-fachen 
mittleren Fehler — das ist gleichbedeutend mit einer Wahrscheinlich- 
keit von 95% —, so ergibt sich fiir ¢ - o pis ftir 1942—46 ein Wert von 
5,6 und fiir 1942—47 ein solcher von 6,1, die beide kleiner als die ent- 
sprechenden Werte M, — M, sind: das bedeutet, daB auch die Senkung 
des freien Cholesterins von hoher Wahrscheinlichkeit ist. — Weiter laBt 
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sich sagen, daB auch der Mittelwert 191 mg°% aus dem Jahre 1942 fiir das 
Gesamtcholesterin schon erheblich unter der Norm von 210 mg% liegt. 

In Tab. 4 sind die Cholesterinwerte einzelner Individuen aus den 
Jahren 1942 —47 angegeben. Sie zeigt, da diese in allen Fallen seit 1942 
gesunken sind. Von 1946—47 sind sie in einigen Fallen weiter gesunken, 
in anderen gestiegen. Bei Betrachtung der Tabelle ist zu bedenken, daB 
es sich um Einzelbestimmungen innerhalb eines Jahres handelt, wobei 
die normalen individuellen Schwankungen nicht beriicksichtigt sind. 
Da aber, wie schon erwahnt, jedes Individuum eine charakteristische 
mittlere Héhe des Cholesterinspiegels besitzt, so geben die Zahlen doch 
einen gewissen Anhalt. Unsere Beobachtungen sprechen dafiir, daB sich 
aus den Unterschieden der Werte von 1946 und 1947 mit Vorbehalt ge- 
wisse Schliisse ziehen lassen auf die jeweilige gesamte Gesundheits- und: 
Ernahrungslage der einzelnen Person, d. h. auf eine Verbesserung oder 
Verschlechterung. 











Name | Gesamt-Cholesterin | Freies Cholesterin | Verestertes Cholesterin 
1942 | 1946 | 1947 | 1942 | 1946 | 1947 | 1942 | 1946 | 1947 
So, 205 176 148 50 41 41 155 135 107 
v. D. 179 165 152 51 42 34 128 123 118 
Dg. ~ 200 157 136 46 39 43 154 118 93 
W. ] 197 157 182 46 45 52 151 112 130 
K. : 142 160 30 39 112 121 
H. 152 174 54 49 98 125 
F. 142 | 191 41 49 101 | 142 
J. 181 123 46 46 135 77 
B. 175 168 43 38 132 130 






































Tab. 4. Plasmacholesterinwerte einzelner Individuen in mg%. 


Aus den beschriebenen Ergebnissen folgt eindeutig, daB das Chole- 
sterin des Plasmas, und zwar vor allem das veresterte seit 1942 stark 
abgesunken ist, waihrend das Blutkérperchencholesterin konstant 
blieb. Dieses Absinken wurde von uns durch gréBere Versuchsreihen 
weiter gesichert®. 

Rosenthal und Patrzek” stellten nach dem ersten Weltkrieg im 
Jahre 1919 ebenfalls einen starken Abfall des Blutcholesterins fest. Nach 
diesen Autoren enthielten gewaschene Blutkérperchen stark unter- 
ernahrter, klinisch sonst gesunder Personen, bezogen auf eine Zahl von 
4,5 Mill. pro cmm im Jahre 1913 40—60 mg%, 1919 nur 15—30 mg%, 
die Minimalwerte lagen sogar bei 12-13 mg%. Das Gesamtcholesterin des 
Serums betrug 1913 130—234 mg%, 1919 nur 33—-85 mg%. Die Bestim- 
mungen wurden nach der gravimetrischen Methode von Windaus durch- 
gefiihrt. Im Gegensatz zu den genannten Autoren konnten wir einen 
Abfall des Blutkérperchencholesterins nicht feststellen, auch das Plasma- 





9G. Schettler u. J. Schmidt-Thomé, Klin. Wschr. im Druck. 
10 F. Rosenthal u. F. Patrzek, Dtsch. m2d. Wschr. 45, 571 [1919]; Klin. 
Wschr. 56, 793 [1919] 
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cholesterin liegt in unseren Untersuchungen hoher. Es diirfte sich damals 
um besonders krasse Falle von Unterernahrung gehandelt haben. Ahn- 
lich niedrige Werte wurden auch von Gsell!! nach diesem Krieg bei 
Insassen von Konzentrationslagern gefunden*). Rosenthal und Patr- 
zek fanden interessanterweise keine Abnahme der Saponinresistenz der 
Erythrozyten. Nach unseren Untersuchungen iiber die Digitonin- 
hamolyse!3* gibt aber die Saponinresistenz ein direktes MaB fiir den 
Cholesteringehalt der Blutkérperchen. Demnach mu8 man schlieBen, 
daB auch das Blutkérperchencholesterin bei den von Rosenthal und 
Patrzek untersuchten Personen nicht abgesunken war, und da ihnen 
bei seiner Bestimmung ein experimenteller Fehler unterlaufen sein muB. 

Nach einer Arbeit von Roch und Besser? aneinem Untersuchungs- 
material von iiber 2400 Personen ist in der Schweiz ein starker Abfall 
des Blutcholesterins in den Kriegsjahren feststellbar gewesen. Zur 
Cholesterinbestimmung wurde die Methode von Bloor in der Modifi- 
kation nach Bloch verwendet, die zuverlassige Werte ergibt. 1939/40 
wurde ein Gesamtcholesterinwert des Serums von 216 + 8,4 mg% ge- 
funden, 1944/45 von 170 + 2,76 mg%. Die Werte sind statistisch mit 
dem dreifachen mittleren Fehler gesichert. Der Normalwert von 216 mg% 
stimmt mit den Angaben der Literatur gut iiberein und bestatigt die 
schon oben gemachte Feststellung, daB der in unserer Arbeit fiir 1942 
ermittelte Wert fiir das Gesamtcholesterin von 191 mg% schon unter 
der Norm liegt. Bestimmungen des freien und des Blutkérperchen- 
Cholesterins wurden von den Schweizer Autoren nicht durchgefihrt. 

Als Ursache des Cholesterinabfalls méchten wir die Mangelernah- 
rung der letzten Jahre ansehen. Es 1a8t sich aber nur sehr wenig iiber 
den Mechanismus dieses Absinkens sagen. Die verminderte Cholesterin- 
zufuhr durch die Nahrung dirfte nur von geringem Einflu8 sein, eben- 
falls eine vielleicht verminderte Cholesterinsynthese im Organismus. Wir 
méchten eher an Anderungen des Stoffwechsels denken. Hierfiir spricht 
auch, daB die Menge des Cholesterins in den Blutkérperchen, in denen 
es die Funktion eines Zellbausteins hat, nicht veraindert ist. Naheliegend 
ist es, an einen Zusammenhang mit dem Fettstoffwechsel zu denken. 
Nach Schramm und Wolff spielt-das Cholesterin bei der Fettresorp- 
tion eine wichtige Rolle unter Einschaltung der Cholesterinfettsaure- 
ester. Da bei der heutigen Ernahrung nur ein Minimum an Fett zugefiihrt 
wird, so ist auch der gesamte Fettstoffwechsel stark reduziert, und es 
ist verstandlich, da8 fiir ihn weniger Cholesterin benétigt wird. Die 
augenblickliche Erniedrigung des Cholesterinspiegels des Bluts ist dem- 
nach nicht als pathognostische Veraénderung anzusehen, sondern sie ist 
lediglich ein Ausdruck eines niedrigen Fettumsatzes. Hierfiir spricht 
auch, da8B bei den Untersuchten keine sichtbaren Zeichen von Hunger- 
schaden feststellbar sind. 


11 Q. Gsell, Helv. med. Acta 12, 571 [1943]. 
2 R. Roch u. R. Besser, Schweiz. med. Wschr. 76, 385 [1946]. 
*) Weitere Literatur iiber Abnahme des Blutcholesterins seit 1939 vgl. 1, }*. 
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Zusammenfassung 


An Hand von vergleichenden Untersuchungen aus den Jahren 1942, 1946 
und 1947 wird am normalen Menschen ein Abfall des gesamten, freien und ver- 
esterten Cholesterins im Serum festgestellt, wihrend das in den roten Blut- 
kérperchen ausschlieBlich vorhandene freie Cholesterin unverandert blieb. Die 
Werte fiir das Gesamtcholesterin sanken von 191 mg% im Jahre 1942 auf 
160 mg% 1947, die fiir das freie von 51 mg%, auf 44 mg% und die fiir das ver- 
esterte von 141 mg% auf 116 mg%. Auch die Werte des Jahres 1942 liegen 
schon erheblich unter der Norm von 210 mg%. Die Ursache fiir diese Befunde 
liegt in der heutigen Mangelernihrung. Als Grund fiir die Erniedrigung des 
Blutcholesterinspiegels wird der erniedrigte Fettstoffwechsel angesehen. 


Uber eine Bestimmungsmethode von Cholesterin in Fetten 
Von 
Winfried Kruckenberg 
s. Zt. Gastassistent am Institut 


Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Tiibingen. Vorstand: Prof. Dr. E. Letterer 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Februar 1947) 


Im Rahmen von biologischen Versuchen iiber den Cholesterinstoff- 
wechsel bei Mausen war es notwendig, die mit dem Fettfutter zuge- 
fiihrte Menge an Cholesterin festzustellen, um sie bei Bilanzversuchen 
beriicksichtigen zu kénnen. Da die in der Literatur beschriebenen Me- 
thoden! unbefriedigend sind, wurde eine Abtrennung des Cholesterins 
auf chromatographischem Wege versucht. Die Arbeiten von W. Trap- 
pe? tber Adsorption von Lipoiden haben gezeigt, daB eine Abtrennung 
des Cholesterins von Phosphatiden in Fettsauren méglich ist. Diese Me- 
thode wurde von mir fiir eine Bestimmung von Cholesterin in Fetten 
abgeandert. Da Fettsaéuren- und Cholesterinester in Tetrachlorkohlen- 
stoff an Aluminiumoxyd nach Brockmann nicht adsorbiert werden, 
sondern nur freies Cholesterin, das sich mit Chloroform herauslésen 
1aBt, andererseits freie Fettsiuren auch von Chloroform nicht aus der 
Saule entfernt werden, ergibt sich eine Méglichkeit zur Bestimmung des 
freien Cholesterins durch Adsorption ohne Verseifung und eine solche 
zur Bestimmung des gesamten Cholesterins nach vorheriger Verseifung. 
Der Modellversuch mit Palmitinséure-methylester und mit Palmitin- 
siure unter Zusatz von Cholesterin ergab die erwartete Trennung. Zur 
weiteren Kontrolle wurden zwei Bestimmungen mit dem gleichen tieri- 
schen Depotfett durchgefiihrt, wobei dem einen Ansatz eine bestimmte 
Menge Cholesterin zugesetzt wurde. Beide Versuche ergaben fiir den 
Cholesteringehalt des Fettes den gleichen Wert. 


a GroBfeldt u. H6ll, Z. Unters. Lebensmittel 76, 478; GroBfeldt, ebenda 


76, 513 [1938]. 
2 Diese Z. 273, 177 [1942]; Biochem. Z. 305, 150 [1940]; 306, 316 [1940]; 
307, 97 [1940]. 
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Die weiteren Bestimmungen an Depotfetten zeigten, daB je nach 
Vorbehandlung in der Cholesterinfraktion mehr oder weniger zum Teil 
gelb gefarbte Substanzen von tiblem Geruch und éliger Konsistenz bei- 
gemischt waren. Es zeigte sich auch, daB die Menge von der Art der 
Vorbehandlung des Fettes abhangig war. Je langer und je starker ed zu- 
vor erhitzt worden war, desto mehr derartige Stoffe wurden beobachtet. 

Fir die Bestimmung des Cholesterins ist diese Beimischung zwar 
lastig, aber nicht stérend. Sie wurde nicht nach der von Trappe ange- 
gebenen Methode, sondern nach Sperry und Schoenheimer® durch- 
gefiihrt, da diese Methode bei den biologischen Versuchen bisher ange- 
wandt worden war. Einzelne Bestimmungen wurden nach Schmidt- 
Thomé‘ durchgefiihrt und ergaben entsprechende Werte. Wegen ihrer 
einfachen, sicheren und schnellen Handhabung ist diese Methode be- 
sonders bei Serienversuchen vorzuziehen. 

Die das Cholesterin begleitenden Ole fallen bei der Digitoninfallung 
teilweise durch den Wassergehalt der Digitoninlésung aus. Bei der Be- 
stimmung nach Sperry und Schoenheimer werden sie durch Waschen 
mit Ather entfernt, bei der Bestimmung nach Schmidt-Thomé durch 
Filtration. Die Methode liefert somit fiir den beabsichtigten Zweck gute 
Ergebnisse. 

Da fiir die Fiitterungsversuche auch Trockenmilch verwandt wurde, 
wurden nach der gleichen Methode Bestimmungen des gesamten Cho- 
lesterins durchgefiihrt. Die bei der Verseifung entstandenen braunen 
Substanzen, soweit sie nicht mit Chloroform eluierbar waren, wurden 
vom Aluminiumoxyd in oberster Schicht festgehalten. Stérungen er- 
gaben sich nicht. Eine Anwendung der Methode auf andere Nahrungs- 
mittel erscheint unbedenklich. Es ist jedoch zu beachten, daB sich die 
pflanzlichen Sterine véllig gleichartig verhalten und die Ergebnisse 
daher keine Aussage dariiber zulassen, oh es sich um solche oder um 
Cholesterin handelt. 


Arbeitsvorschrift zur Bestimmung von freiem und Gesamtcholesterin 
in Fetten 


Freies Cholesterin. Etwa 0,1 g des zu untersuchenden Fettes werden in 
Tetrachlorkohlenstoff (etwa 3—4 ccm) gelést und auf eine Aluminiumoxydsaule 
gegeben, die etwa 1,5 g Aluminiumoxyd enthialt. Die Fettsiureester werden mit 
etwa 20 ccm Tetrachlorkohlenstoff vollstandig durch die Saiule gewaschen. 
Darauf wird die Vorlage gewechselt und 20 ccm Chloroform durchgegeben. Die 
Chloroformlésung enthilt das gesamte freie Cholesterin. 

Gesamtcholesterin. Etwa 0,1 g Fett werden in 5-ccm 30-proz. methyl- 
alkoholischer Kalilauge gelést und 1 Stde. zum Sieden erhitzt. Darauf wird die 
Hauptmenge des Methanols abgedampft und etwa 20-proz. Schwefelsiure bis 
zur sauren Reaktion zugegeben. Die ausgeschiedenen Fettsiuren werden in még- 
lichst wenig Chloroform unter gleichzeitiger Zugabe von etwa 20 ccm Wasser 
aufgenommen. Die Chloroformlésung wird 5—6-mal mit einer gleichen schwach 
sauren Wassermenge zur Entfernung des restlichen Methanols und des Glycerins 


3 Sperry u. Schoenheimer, J. biol. Chemistry 110, 655 [1935]. 
4 Schmidt-Thomé u. Augustin, diese Z. 275, 190 [1942]. 
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ausgeschiittelt. AnschlieBend wird sie mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet 
und durch eine Aluminiumoxydsiule gleicher GréBe wie oben gegeben. Darauf 
wird mit 10—15 ccm Chloroform nachgewaschen. Die Chloroformlésung enthalt 
das gesamte Cholesterin. 

Abtrennung der lipoidléslichen Stoffe von der Cholesterin- 
fraktion, Bei-der angegebenen Vorschrift verbleiben je nach Art des Fettes 
und dessen Vorbehandlung geringe Mengen Begleitsubstanzen, die zum Teil 
schwach gelblich gefairbt sind, in der Cholesterinfraktion. Bei der Bestimmung 
des Cholesterins nach Schmidt-Thomé und Sperry-Schoenheimer stéren 
diese Substanzen nicht. Bei der ersteren Methode ergeben sie bei der Zugabe des 
Digitonins eine Triibung, die abfiltriert werden kann, bei der zweiten werden 
sie durch Nachwaschen der Digitoninfaillung mit Ather leicht entfernt. Das ‘Aus- 
lassen von tierischem Depotfett soll nur méglichst kurze Zeit und bei méglichst 
niedriger Temperatur erfolgen, um unnétige und stérende Mengen von lipoid- 
léslichen Substanzen in der Cholesterinfraktion zu vermeiden. Der mittlere Ge- 
halt der tierischen wie pflanzlichen Fette betrigt etwa 70—120 mg%,.so daB 
bei der angegebenen Einwage aus der Chloroformlésung, die zu diesem Zweck 
zuvor zur Trockene eingedampft wird, mindestens drei Bestimmungen durch- 
gefiihrt werden kénnen. 


Modellversuche 


1. Palmitinsiure und Palmitinsiuremethylester mit Cholesterin- 
zusatz. 

Einwage: 5,054 g Palmitinsiure und 5,078 mg Cholesterin, gelést in 50 ccm 

Chloroform. 

a) Freies Cholesterin. 1 ccm der Chloroformlésung wurde abpipettiert, 
auf dem Wasserbade eingedampft, der Riickstand mit wenig Ather aufgenom- 
men, atherische Diazomethanlésung zugegeben, der Ather auf dem Wasserbade 
vertrieben, der Riickstand in Tetrachlorkohlenstoff aufgenommen und nach der 
angegebenen Vorschrift verfahren. Ber. 50,78 y Cholesterin. 

Gef. 52,2 y Cholesterin. 

b) Gesamtcholesterin. EKinwage: 1 ccm der unverinderten Chloroform- 

Analysenlésung. Ber. 50,78 y Cholesterin. 
Gef.: 52,1 y Cholesterin. 

2. Depotfett mit und ohne Cholesterinzusatz. 

Einwage: 11,817 g gelést in 100 ccm Chloroform. 

a) Bestimmung mit Zusatz. Zu 1 ccm der Fettlésung wurden 56,76 y 
Cholesterin gegeben. Gef.: Freies Cholesterin 88,6 y 

Gesamtcholesterin 116,9 y. 
Nach Abzug der zugesetzten Menge Cholesterin ergibt sich fiir den Gehalt 
des Fettes: Freies Cholesterin 31,8 y 
Gesamtcholesterin 60,2 y. 
b) Bestimmung ohne Zusatz. 1 ccm der Fettlésung ergab: 
Freies Cholesterin 30,7 y 
Gesamtcholesterin 61,8 y. 


Bestimmungen in Fetten und Olen. 


Fett Gesamtcholesterin Freies Cholesterin 
in mg% in mg% 
tierisches Depotfett 1 116,6 40,9 
tierisches ‘Depotfett 2 96,0 54,7 
tierisches Depotfett 3 59,5 26,0 
Rindertalg 65,9 41,2 
Mohndél 87,0 34,6 
Sesamé6l 87,2 48,2 


Trockenmilch 53,4 — 
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Beitrag zur Synthese von a-Aminosauren 
Von 


Giinther und Anneliese Hillmann 


Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem, jetzt Tiibingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Dezember 1947) 


Eines der altesten und wohl praiparativ einfachsten Verfahren zur Dar- 
stellung von a-Aminosaduren besteht in der Substitution des Halogens der leicht 
zugainglichen a-Halogenfettsiuren durch die NH,-Gruppe. Die formelmaBig sehr 
einfach erscheinende Umsetzung mit Ammoniak? verléuft praktisch nicht recht 
befriedigend. Zwar ist die Ausbeute bei der Synthese der héheren unphysiologi- 
schen Aminosiuren zufriedenstellend, die niedrigmolekularen Aminoséuren 
lassen sich jedoch nach diesem Verfahren nur in relativ geringer Ausbeute ge- 
winnen. Auch macht die Abtrennung der in Wasser leicht léslichen Aminoséuren 
vom gleichzeitig entstandenen Ammoniumhalogenid Schwierigkeiten: Zur Er- 
klarung der geringen Ausbeute hat man angenommen, daB in Simultanreaktion 
2- und 3-fach N-substituierte Derivate? entstehen. Frithzeitig wurde deshalb 
nach Bedingungen zur Verbesserung.der Ausbeute gesucht, jedoch hatten ver- 
schiedene Zusitze sowie Druckinderungen einen genau so geringen Effekt wie 
die Anwendung von alkoholischem Ammoniak* oder Ammoniumcarbonat‘. Eine 
Verbesserung der Ausbeute konnte durch das Gabrielsche Verfahren® erzielt 
werden, nach dem an Stelle von NH; Phthalimidkalium mit a-Halogenfettsiuren 
umgesetzt wird. Die Verseifung des Reaktionsproduktes erfolgt im Bombenrohr 
mit konz. Halogenwasserstoffsiure oder stufenweise mit Kalilauge und konz. 
Salzsiure. Die Nachteile dieses Verfahrens, hohe Reaktionstemperaturen und 
umstindliche Verseifung, werden nach Schréter® durch Umsetzung der Halo- 
genfettsiuren mit p-Toluolsulfamid in alkalischem Medium vermieden. Schréter 
stellte auf diese Weise Glykokoll und Alanin dar, jedoch ist hierbei die Ausbeute 
an Alanin bereits wesentlich geringer als die bei der Synthese des Glykokolls. 
Eine von Bourget’ und Auger® durchgefiihrte Glykokollsynthese besteht in 
der Addition von Chloressigsiurederivaten an Hexamethylentetramin, wobei 
ein quartiéres Ammoniumsalz entsteht. Bourget ging dabei vom Chloressigester 
aus, den er im Uberschu8 mit Hexamethylentetramin reagieren lieB, wahrend 
Auger das Kaliumsalz der Chloressigsiure in wissriger Lésung mit Hexamethy- 
lentetramin umsetzte. Beide Autoren zersetzten die entstandenen Additionspro- 
dukte mit Alkohol und Salzsaure zu den Esterchlorhydraten. Die Ausbeuten von 
Bourget werden als gut bezeichnet, die von Auger liegen bei ca. 65%. Eine all- 
gemeine Anwendung dieses Verfahrens fiir die Darstellung von Aminosiuren ist 
nicht bekannt. 

Die Additionsreaktion von Alkylhalogeniden an Hexamethylentetramin 
war zuerst von Delépine® gefunden und fiir die Synthese einiger primirer 
Amine benutzt worden. 


1 Vgl. E. Fischer, Liebigs Ann. Chem. 363, 119 [1908]; K. Kraut, Liebigs 
Ann. Chem. 266, 295 [1891]. 

2 Houben- Weyl, Methoden d. organ. Chemie, Bd. 4, S. 528. 

3 A. Cahours, Liebigs Ann. Chem. 101, 30 [1859]. 

4M. Nencki, Ber. dtsch. chem. Ges. 16, 2827 [1883]. 

5 F. Gabriel, Ber. dtsch. chem. Ges. 22, 426 [1926]. 

* G. Schréter, Z. angew. Chem. 1926, 1460. 

7 L. Bourget, Bull. Soc. chim. France (3) 19, 1005 [1898]. 

8 V. Auger, Bull. Soc. chim. France (3) 21, 5 [1899]. 

® M. Delépine, Bull. Soc. chim. France (3) 3, 356 [1890]. 
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Die Anlagerung von a-Halogencarbonsaurederivaten an Hexamethy- 
lentetramin erschien uns grundsatzlich fiir die Synthese von Aminosauren 
geeignet, wenn auch die Verfahren von Bourget und Auger keine Ver- 
besserung gegeniiber anderen Glykokoll-Synthesen bedeuten. 

Bei unseren Versuchen iiber den Reaktionsverlauf verschiedener 
a-Halogenfettsiureester in organischen Lésungsmitteln erwies sich die 
Verwendung hoher siedender indifferenter Lésungsmittel insbesondere 
von Xylol-Dioxan und Dioxan als zweckmaBig. (Nach den Arbeiten von 
Hartung?® tritt bei der Behandlung von Chloressigester mit Hexa- 
methylentetramin in Alkohol keine Addition ein, sondern die Bildung 
von Athylglykolsaureester.) Da die Ausbeute bei den Additionsversuchen 
mit Estern jedoch nicht zufriedenstellend war, haben wir versucht, die 
freien a-Halogencarbonséuren mit Hexamethylentetramin umzusetzen. 
Andere’ Saéurederivate wie z. B. a-Halogennitrile kamen wegen ihrer 
schwierigen praparativen Darstellung nicht in Frage. 

Hartung hatte Chloressigsiure und Hexamethylentetramin ohne 
Lésungsmittel miteinander reagieren lassen und dabei eine véllige Zer- 
setzung beobachtet. Wir konnten jedoch feststellen, daB beim Kochen 
in Dioxan und Dioxan-Xylol die erwarteten Additionen in zufrieden- 
stellendem MaB8e erfolgen. 

Bei langerer Reaktionszeit bildeten sich Additionsprodukte von 
2 Mol. Hexamethylentetramin an 1 Mol. a-Halogencarbonsaéure, dabei 
wurde 1 Mol. Hexamethylentetramin an die Carboxylgruppe angelagert. 

Bei kiirzerer Reaktionsdauer wurden meist Stoffe erhalten, deren 
Stickstoffgehalt dafiir sprach, daB sich zuerst kompliziertere Produkte 
gebildet hatten, bei denen sich mehrere Saéuremolekiile an ein Hexa- 
methylentetramin angelagert hatten. Eine Verbindung aus 1 Mol. Saure 
und 1 Mol. Hexamethylentetramin konnte nicht erhalten werden. 

Die Zersetzung- der Additionsprodukte wurde ahnlich wie bei 
Bourget und Auger mit alkoholischer Salzsiure vorgenommen, jedoch 
unter Verwendung von absolutem Alkohol. Der Vorzug dieses Verfah- 
rens besteht in der quantitativen Abtrennung des entstehenden Am- 
moniumchlorids vom alkoholléslischen Aminosaureester-hydrochlorid. 
Der bei der Verseifung auftretende Formaldehyd wird als niedrig- 
siedendes Acetal entfernt. 

R: get COOH HCl 


‘cHon &’ CH: COOC.H;:+ 3 NH,Cl + 6CH,(OC,H;), 
[C,H,.N,] Br C, H ae 


NH.,,HCl 

Bei der Synthese des Alanins, Valins und Phenylalanins, deren 
Hydrochloride alkoholléslich sind, haben wir die Additionsprodukte auch 
mit waBriger Salzsaure zersetzt. 


R- rs: COOH HCl 
— > R-CH-COOH + 3NH,Cl + 6CH,O 
[C, HN. Br C HN, NH, HC! 


10 ©, Hartung, J. prakt. Chem. 46, 3 [1892]. 
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Nach dem besprochenen Verfahren wurden die in Tab. 1 angefiihrten 
Aminosauren aus den leicht zuganglichen a-Halogencarbonsauren in 
guter Ausbeute dargestellt. 






































Glykokoll | Alanin Valin Norleucin | Leucin | Phenylala- 
aus aus aus aus aus nin aus 
Lésungsmittel Chloressig-| Brompro- | Brom-iso- | Brom- Brom- Brom- 
saure pionsaure | valerian- | capron- | isocapron-| phenyl- 
sdure sdure- siure | propionsre. 
Dioxan | 94% 93% 86% 76% 58% 78% 
Dioxan (2 Tle.) 92% 90% 91% 82% 71% 79% 
Xylol. (3 Tle.) jgeringe Zer- 
setzung 
Tab. 1. Prozentuale Ausbeuten an Aminosiuren, bezogen auf die Esterhydro- 
chloride. 
Zusammenfassung 


Durch Umsetzung von a-Halogenfettsiuren mit Hexamethylente- 
tramin in indifferenten organischen Lésungsmitteln und anschlieBende 
Verseifung mit alkoholischer Salzsiure werden die entsprechenden 
Aminosauren in guter Ausbeute erhalten. 


Versuchsteil 


Fir die Darstellung des Glykokolls wurde kaufliche Chloressigsiure der 
Fa. Schering verwandt. Die a-Bromcarbonséuren wurden in der iiblichen 
Weise aus den entspr. Fettsiuren mit Brom und Phosphor erhalten. 

20g Chloressigsiure wurden mit 70g reinem Hexamethylente- 
tramin in 700 ccm frisch destilliertem Dioxan 2 Stdn. gekocht. Das Additions- 
produkt wurde abgesaugt und zur Entfernung von anhaftendem Hexamethy- 
lentetramin mit Chloroform ausgekocht. Ausb. 80 g. 

Das Additionsprodukt wurde in 500 ccm absol. Alkohol suspendiert und 
die Mischung mit trocknem Chlorwasserstoff gesittigt. Nach dem Abfiltrieren 
des Ammoniumchlorids wurde die alkoholische Lésung im Vakuum bei niedriger 
Temperatur zur Trockne eingeengt und das im Riickstand verbliebene Glykokoll- 
athylesterhydrochlorid aus Alkohol umkristallisiert. Schmp. 144°. Ausb. 27,7 g. 

In analoger Weise erfolgte die Darstellung der anderen Aminosiuren. Fir 
die Darstellung des Alanins, Valins, Phenylalanins, deren Hydrochloride alkohol- 
léslich sind, wurde auBerdem die Zersetzung der Additionsprodukte nach fol- 
gendem Beispiel vorgenommen. 

100 g des aus a-Brompropionsiure und Hexamethylentetramin erhaltenen 
Additionsproduktes wurden mit 400 ccm konz. Salzsiure auf dem Wasserbad 
¥ Stde. erwirmt und anschlieBend zur Trockne eingeengt. Der Riickstand 
wurde mehrmals mit absol., Alkohol ausgekocht und die alkoholische Lésung 
nach dem Abtrennen des Ammoniumchlorids auf ca. 150 ccm eingeengt. Entspr. 
der Vorschrift von Anslow und King wurden 22 ccm Anilin zugesetzt und 
— 20-stdg. Stehenlassen unter Eis das ausgeschiedene Alanin abfiltriert. 
Ausb. 14g. 

0,1301 g Sbst., verbr. 74,48 ccm n/50-H,SO,. C,H,O,N. Ber. N 15,72. 
Gef. N 16,01. 


11 W. K. Anslow u. H. King, Biochem. J. 24, 1172 [1927]. 
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Uber Substrathemmungen bei der tryptischen und peptischen 
Proteolyse 


Von 
Theodor Bersin* und Susanne Berger 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Dezember 1944) 


Die Eiwei8hydrolyse durch Pepsin geht nur in saurer, diejenige 
durch Trypsin nur in neutraler bzw. schwach alkalischer Lésung vor 
- sich. Es handelt sich dabei um eine Veranderung des Ionisationszustan- 
des der Substrate und Enzyme, so daf ‘nach Northrop! Pepsin- 
Anionen nur die Protein-Kationen, Trypsin-Kationen dagegen die Pro- 
tein-Anionen angreifen. Die Riesenionen der Substrate sind wie alle 
geladenen Kolloide mit Gegenionen behaftet und zu permutoiden Aus- 
tauschreaktionen? fahig. Die ionisierten Proteasenmolekiile werden daher 
bei der Bildung der Enzym-Substrat-Verbindung in folgender Weise 
zum Austausch kommen (die Gegenionen der Enzyme sind der Deut- 
lichkeit halber weggelassen) : 








| Proteinkation he A +t | Pepsinanion 4 











poss Proteinkation i | Pepsinanion |~ + A 











Proteinanion EB i 7 | Trypsinkation | 2 
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Die ausgetauschten niedrigmolekularen Ionen kénnen je nach dem 
pu der Lésung und der Natur der vorhandenen Salze entweder Hydro- 
xylionen oder Anionen von Saéuren (A~) bzw. Hydroxoniumionen oder 
Kationen von Basen (B+) sein. Auf Grund von Modellversuchen tiber 
Austauschadsorptionen an Farbstoff-Silikat-Adsorbaten? konnten Hof- 
meistersche Reihen von biochemisch wichtigen Kationen und Anionen 
gewonnen werden, aus denen hervorging, daB mehrbasische Sauren und 
mehrsaurige Basen besonders wirksame ,,Verdranger‘‘ sind. Diese Ionen 
miiBten daher sehr fest an permutoid reagierenden Kolloiden haften, 
und es war zu vermuten, daB sie als Hemmstoffe von enzymatischen 
Reaktionen eine Rolle spielen. Von vornherein war nicht zu entscheiden, 
ob sie etwa bei der peptischen bzw. tryptischen Hydrolyse das Substrat 
oder das Enzym blockieren wiirden. Die Versuche zeigten aber eindeutig, 
daB das erstere zutraf. Die Spaltung von Edestin durch Pepsin 
wurde in zunehmendem Ma Be durch Oxalat, Phosphat, Succinat, Borat, 

* (16) Melsungen, Kasselerstr. 46. 

1 J. ges. Physio. 8, 211 [1920/21]; 5, 263 [1923]; 7, 603 [1925]. 

2 Bersin, Uber die Bedeutung der Austauschadsorptionen fiir das bio- 


chemische Geschehen, Naturwiss. 33, 168 [1946]. 
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Desoxycholat und Metaphosphat gehemmt, Brucin und Cinchonin da- 
gegen waren nicht wirksam (Abb. 1). Andererseits wurde die Casein- 
Hydrolyse durch Trypsin zunehmend von Putrescin, Aneurin, Veratrin, 
Strychnin, Brucin und Cinchonin gehemmt, wahrend z. B. Sulfo- 
salicylsaure keinen hemmenden EinfluB zeigte. Die gerade noch meB- 
bare Hemmung durch diese Effektoren lag im Bereich von 1/500 — 
bei den wenig wirksamen bis 1/20 000 — Molaritat bei den wirksamsten 
Stoffen (Abb. 2). 
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Abb. 1. Trypsinhemmung Abb. 2. Pepsinhemmung 





Die Versuchsanordnung muBte so gewahlt werden, daB nur die 
Wirkung der Proteinasen und nicht die der etwa vorhandenen Pepti- 
dasen zur Geltung kam. Daher wurde in den Ansatzen mit gleichbleiben- 
der Inhibitor- und Substrat-, aber abnehmender Enzymkonzentration 
nach kurzer Einwirkungszeit die Menge des nicht abgebauten Proteins 
durch eine Triibungsmessung ermittelt: als Hemmungsma8 diente die 
unter diesen Bedingungen gerade noch wirksame Konzentration eines 
Inhibitors. 

In diesem Zusammenhang verdienen einige Arbeiten Erwaihnung, 
die als Stiitze fiir unsere Anschauung herangezogen werden kénnen. Bei 
der Einwirkung von Trypsin auf Insulin erwiesen sich nur basische, 
nicht saure Farbstoffe als Hemmungsmittel? und die tryptische Ver- 
dauung von Casein wird schon von Chininkationen in 0,009-proz. Lé- 





3 Lasch u. Mitarbb., Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
182, 452 [1936]. 
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sung zum Stillstand gebracht*. Andererseits war bekannt, daB Chinin 
und seine Salze die peptische Hydrolyse von Casein nicht hemmen5, 
wohingegen die Anionen des Mucins als Inhibitoren des Pepsins® die 
Proteine der Magenschleimhaut unangreifbar machten. 

Aus den Versuchen geht hervor, daf die Substrathemmung im 
Sinne einer Unangreifbarmachung eindeutig nachweisbar ist. Sie stellt 
eine bisher zu wenig beachtete Erscheinung in der Enzymologie dar. 
Fraglos wird sich auch bei anderen Enzymen herausstellen, da8 neben 
der bekannten durch Austauschadsorption bewirkten kompetitiven 
Hemmung des Enzyms auch Substrathemmungen vorkommen kénnen. 
Wabrscheinlich wird das immer dann der Fall sein, wenn die Substrate 
hochmolekulare Verbindungen (Proteine, Proteide, Peptide, polymere 
Kohlenhydrate, Polynucleotide) mit permutoiden Eigenschaften dar- 
stellen. 


Versuche 
- I. EiweiBspaltung durch Trypsin 


Fir einen Ansatz wurden je 5 Versuchsgliser mit abfallenden Mengen an 
Trypsin (Merck) und gleichbleibenden Mengen an Casein (Larosan, Hoffmann- 
La Roche) und Hemmstoff angesetzt. In den einzelnen Ansatzreihen wurde dann 
die Molaritaét der Hemmstoffe geindert bis zu der Grenzkonzentration, bei der 
noch eine hemmende Wirkung festgestellt werden konnte. 

Im Leerversuth (ohne Hemmstoff) zeigte sich die erste EiweiBfaillung durch 
Esbach-Lésung bei 0,013% Trypsin. Dariiber, bei 0,1%, 0,05% und. 0,025% 
blieb die Lésung klar. Darunter, bei 0,006°% wurde die Triibung stirker.: Mit 
diesem Leerversuch wurden die Hauptversuche (mit Hemmstoff) verglichen 
und als positiv bezeichnet, wenn eine zusitzliche Triibung in den einzelnen 
Glasern eintrat. Beobachtungszeit: 10 Min. nach der Fallung. 

Gearbeitet wurde mit einer Makro- und einer Mikro-Methode’ in folgender 
Weise: 

Makro-Meth. Mikro-Meth. 


Trypsinlésung 1—0,06-proz. 1 ccm 0,2 ccm 
Caseinlésung 0,1-proz. 5 ccm 1,0 com 
Hemmstoff in variierender Molaritat 1—4 ccm 0,2—08 ccm 
aufgefillt mit H,O bis 10 ccm 2 com 


Esbach-Lésung zur Fallung des EiweiBes: 


4g Pikrinsdure u. 0,7 g Citronensaure in 
50 ccm Alkohol u. 50 ccm H,O 5 ccm 1 ccm 


Umgerechnet auf die Ansitze in den beiden Methoden sind das folgende 
Mengen: 
Makro-Meth. Mikro-Meth. 


mg mg 
Trypsin, je Ansatz abfallende Mengen 
in 5 Stufen 10; 8; 235; Bs As Ob: 
1,25; 0,6; 0,25; 0,125; 
Casein 5 mg je Glas 1 mg je Glas. 


4 Smorodinzew u. Adowa, Biochem. Z. 135, 128 [1923]. 

5 Smorodinzew u. Mitarbb., Biochem. Z. 162, 266 [1925]. 

®* Bradley, Proc. Amer. Soc. biol. Chem. 8, 20 [1932]. 

? Vgl. Chambard u. Soubiran, Chem. Zbl. 1938 II, 3196. 
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Die ,,kritische“ Molaritét der Hemmstoffe geht aus der weiter folgenden 
Zusammenstellung hervor und ist in den Mengen angegeben, in denen der Stoff 
im Ansatz vorlag. Dauer der Spaltung: 1 Stde., Temperatur 37° im Thermostaten. 

Die untersuchten Effektoren zeigten folgenden Einflu8: hemmend: Put- 
rescin, Aneurin, Veratrin, Strychnin, Brucin, Cinchonin, Unden (Ovarialextrakt) 
in 1/11 000 Molaritaét, Pitraphorin; aktivierend: Liquemin; kein EinfluB: 
Sulfosalicylsaure, Cholesterin (0,8 com m/20 000), Bariumchlorid, Magnesium- 
chlorid, Calciumchlorid, Morphin, verschiedene Sera. 

Nicht gemessen werden konnten wegen Kristallbildung bzw. Triibung mit 
der Esbach-Lésung: 

Histaminbiphosphat, Cocain, Tutocain, Spermidinphosphat, Dijodithyl- 
cinchonin, Elittyran, Chinin. 

Chinin ergab mit Esbach-Lésung allein bereits eine stairkere Triibung als 
in den Versuchsglisern. Es ist anzunehmen, daB sich das Hemmungsmittel auch 
in starkerem MaBe an die Spaltprodukte anlagert und dadurch im Versuch von 
der Esbach-Lésung nicht mitgefallt wird. 


II. EiweiBspaltung durch Pepsin 


Die Versuchsreihen wurden genau wie bei der Spaltung durch Trypsin an- 
gesetzt. Esbach-Lésung konnte nicht verwendet werden, da sie auch in gréBerer 
Verdiinnung und nach laingerer Spaltungsdauer eine Triibung verursachte. Im 
Leerversuch zeigte sich die erste deutliche Fallung durch Sulfosalicylsiure bei 
0,01% Pepsin, bei 0,02% war eine sehr schwache Triibung noch eben zu erkennen, 
dariiber blieb die Lésung klar. Dauer der Spaltung und Beobachtungszeit wie 
beim Versuch mit Trypsin. 


Gearbeitet wurde mit einer Mikro-Methode in folgender Weise: 


Pepsinlésung 0,8—0,05-proz. gelést in 0,01-n. HCl. .... 0,2 ccm 
Edestinlésung 0,1-proz. gelést in 0,03-n. HCl. ....... 1 ccm 
Hemmstoff in variierender Molaritit............ 0,2-0,8 com 
aufgeftlit mit H,O bis. ... le eee 2 ccm 
10-proz. Sulfosalicylsiure zur Fallung............ 1 ccm 
Umgerechnet auf den Ansatz sind das folgende Mengen: 

m 
Pepsin, je Ansatz abfallende Mengen in 5 Stufen 1,6; 0,8; 0,4; 0,2; 0,1 
EUAN 35-5 e ce d5b' sn std Nd gigs SG? os costs! orek torus’, Ou Sige 1 mg je Glas - 


Die Molaritat der Hemmstoffe geht aus der Abb. 1 hervor und ist in den 
Mengen angegeben, in denen der Stoff im Ansatz vorlag. 

Die untersuchten Effektoren zeigten folgenden Einflu8: hemmend: Na- 
triummetaphosphat, Heparin (Kahlbaum), Liquoid (La Roche), Natriumborat, 
Natriumorthophosphat, Natriumoxalat, Natriumsuccinat, Desoxycholsiure, Mu- 
cin; aktivierend: Kaliumrhodanid; kein Einflu8: Natriumfluorid, Teilur- 
saure, Citronensiure, Brucin, Cinchonin. : 

Nicht gemessen werden konnten wegen Triibung vor der Fallung Liquemin 
(Heparin ,,Roche‘) und Pektin. 

Die Desoxycholsaéure wurde in Sodalésung gelést, zu Pepsin und Edestin- 
lésung hinzugegeben und danach mit HCl angesiuert. In starkerer Konzentration 
fiel die Saéure aus, in m/10 000 Verdiinnung blieb die Lésung klar. 

Ebenso wurde das Mucin (aus Rinderaugen) 2 Tage bei 38° mit Sodalésung 
behandelt und von der triiben Suspension 1 ccm zur Pepsin- und Edestinlésung 
gegeben und angesiduert. Es zeigte sich eine hemmende Einwirkung. 

Bei Trilon ,,A“‘ und ,,B“ ergab sich keine Abstufung in der Triibung. Trilon 
3A‘ zeigte in m/1000 Verdiinnung bei 0,04% noch eine sehr starke Triibung, 
bei 0,08% gar keine mehr, in m/2000 Verdiinnung bei 0,02% eine sehr starke 
und bei 0,04% keine mehr. Bei Trilon ,,B‘ trat die starke Triibung in m/1000 
Verdiinnung bei 0,02% auf, bei 0,04% blieb die Lésung klar. In m/2000 Ver- 
diinnung war die Triibung wie bei dem Leerversuch. 
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Die Methylierung durch pflanzliche und tierische Gewebe 


2. Mitteilung 


Methionin und Cholin als Methyliibertriger bei der Kreatinsynthese 
durch tierische Gewebe 


Von 
H. K. Barrenscheen und Johannes Pany 


Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Wien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Dezember 1944) 


In der ersten Mitteilung dieser Reihe! konnte die Rolle des Me- 
thionins als Methylibertrager bei der Synthese des Kreatins und 
Betains durch pflanzliches Gewebe bewiesen werden. DaB im tierischen 
Organismus Methionin seine Methylgruppe zur Kreatinsynthese zur Ver- 
fiigung stellt, ging aus Versuchen von du Vigneaud? hervor, in denen 
nach Fiitterung von Methionin, dessen Methylgruppe als Trideutero- 
methyl vorlag, sowohl im Kreatin als auch im Cholin Deuterium nach- 
gewiesen wurde. Auch die Untersuchungen von Borsook und Dub- 
noff* hatten eine Steigerung der Kreatinsynthese von Leberschnitten 
aus Glykocyamin durch zugesetztes Methionin — im Mittel um 50% — 
ergeben. Unsere hier mitgeteilten Versuche bilden die Vorarbeit fiir die 
Beantwortung der Frage nach dem Mechanismus der Methylierung, 
speziell nach dem die Methylierung bewirkenden Fermentkomplex. 


I, Methodik 

Zu den Versuchen wurden Organe von Meerschweinchen, Kaninchen und 
Ratten verwendet, die unmittelbar nach der durch Nackenschlag und Entbluten 
aus der Carotis erfolgten Tétung der Tiere zur Verarbeitung kamen. In den Ver- 
suchen mit Organbrei wurden die Organe durch den Hofmeisterschen Apparat 
getrieben und der homogene Brei im Verhiltnis von 1 g Brei auf 10 ccm Fliissig- 
keit verwendet. Das gleiche Verhiltnis Gewebe zu Fliissigkeit wurde bei den Ver- 
suchen mit Organschnitten eingehalten. Die Schnitte wurden mit dem Rasier- 
messer moglichst gleichmaiBig hergestellt und auf der Torsionswaage einge- 
wogen. Zur Verwendung kamen annihernd 200 mg Schnitte pro Ansatz. Der 
Muskelextrakt wurde durch Extraktion des unter Kiihlung gewonnenen Muskel- 
breis mit dem doppelten Volum eisgekiihlter 0,9-proz. KCl-Lésung und nach- 
folgendem Zentrifugieren gewonnen. Das Verhiltnis war hier durchgehend 1 Vol. 
Extrakt auf 2 Vol. Zusitze. In simtlichen Versuchen wurde mit Phosphat von 
pH 6,98 gepuffert, Endkonzentration der Pufferlésung m/30. Die Endkonzen- 
tration des d,/-Methionins war 0,02-m., Glykocyamin und die iibrigen Zusatze 
wurden in der einer 0,01-m. Endkonzentration entsprechenden Menge zugesetzt. 
Die Sauerstoffversorgung erfolgte entweder durch O,- oder Luftdurchleitung. 
In den Schnittversuchen haben wir uns damit begniigt, bei entsprechend groBer 


1 H. K. Barrenscheen u. T. von Valyi- Nagy, diese Z. 277, 97 [1942]- 
2 V. du Vigneaud, I. P. Chandler, A. W. Moyer u. D. M. Koppel, 
J. biol. Chemistry 131, 57 [1939]; V.du Vigneaud, J. P. Chandler, M. Cohn 
u. J. B. Brown, ibid. 134, 787 [1940]. 
3H. Borsook u. J. W. Dubnoff, ibid. 132, 559 [1940]. 
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Oberflaiche und freier Kommunikation mit der AuBenluft zu schiitteln. In den 
aneéroben Ansaitzen wurde wihrend der ganzen Versuchsdauer N, durchgeleitet. 
Die Versuchsdauer betrug 3 Stdn., die Temperatur 37°. 

Bei der Kreatinbestimmung hielten wir uns zunichst an die am pflanz- 
lichen Material erprobte Methodik’»*. Vergleichende Untersuchungen ergaben 
im Verlauf der Arbeit, daB auf die beim pflanzlichen Material unerliBliche 
Zwischenschaltung der Kupfer-Kalk-Fallung bei tierischem Material (mit Aus- 
nahme der Versuche mit Leberbrei) ohne Beeintrichtigung der Genauigkeit 
verzichtet werden kann. Die EnteiweiBung mittels Wolframat-Schwefelsaure ist 
durch die mit Trichloressigsiure zu ersetzen. Dadurch wird eine wesentliche Ver- 
einfachung der Aufarbeitung erzielt, die sich bei Serienversuchen besonders 
fiihlbar macht. Die Trichloressigsiure wurde den Ansiitzen jeweils als 50-proz. 
Lésung zugesetzt, und zwar derart, daB eine Endkonzentration von 7—10% 
Trichloressigsiure erreicht wurde. 

Unsere Methode der Kreatinbestimmung lauft letzten Endes auf eine 
Differenzbestimmung hinaus. Auch das aus dem zugesetzten Glykocyamin bei 
der Hydrolyse mit Salzsiure gebildete Glykocyamidin ergibt eine positive 
Jaffésche Reaktion, es muB daher fiir jeden Versuch der Glykocyamidinwert 
in einer eigenen Kontrollprobe bestimmt werden*. Wie bereits in unseren friihe- 
ren Mitteilungen betont wurde, bleibt die RingschlieBung des Glykocyamins 
zum Glykocyamidin bei der von uns gewaihlten Versuchsanordnung — Hydro- 
lyse bei 60° nach Hahn und Barkan* — weit hinter der des Kreatins zum 
Kreatinin zuriick, so daB nur ein Bruchteil des zugesetzten Glykocyamins als 
Glykocyamidin in Erscheinung tritt. Dies soll zahlenmaBig belegt werden. 

In einer Versuchsreihe, in der vergleichend aiquimolare Mengen Kreatin 
bzw. Glykocyamin nach Hahn und Barkan hydrolysiert wurden, konnten fiir 
Kreatin die theoretischen Werte (mit + 3% Differenz) gefunden werden, wih- 
rend von dem Glykocyamin — als Kreatin gerechnet — nur rund 3% zu Glyko- 
cyamidin umgewandelt waren (fiir 348, 522, 696 und 870 y Glykocyamin betrug 
der » Kreatinwert‘* 12, 16, 20 bzw. 25 y, das sind zwischen 2,7 und 3%). 

Da sich die Trennung des Kreatinins vom Glykocyamidin durch elektive 
Adsorption nicht durchfiihren lieB!, schien es wiinschenswert, unsere mit der 
Pikratmethode erhaltenen Werte durch ein anderes Verfahren zu kontrollieren. 
Wir haben dazu die von Benedict und Behre’ sowie Langley und Evans ® 
aufgegriffene Reaktion des Kreatinins mit 3.5-Dinitrobenzoésiure beniitzt, die 
in jungster Zeit von Lehnartz ® ausgestaltet wurde. Nun ist gerade fiir unsere 
Zwecke die Dinitrobenzoatmethode auch nicht als ideal zu bezeichnen, da das 
Glykocyamidin, wie schon von Benedict und Behre gezeigt und neuerlich 
von Menne!?® bestitigt wurde, auch hier mitreagiert, so daB wieder eine Dif- 
ferenzbestimmung durchgefiihrt werden mu8. Gegeniiber der Pikratmethode 
hat die Dinitrobenzoatmethode den Vorteil, da8 der Extinktionswert fir Glyko- 
cyamidin nur 20% des Kreatininwerts betrigt, wihrend er nach der Pikrat- 
methode 60% ist, wie Versuche mit reinem, analytisch iiberpriiften Glyko- 
cyamidin ergaben. Wesentlich ist, daB in vergleichenden Untersuchungen der 
Gesamtkreatinwert des Muskels und die erzielten Zuwachswerte nach beiden 
Methoden praktisch gleich gefunden wurden. Wir sehen darin eine Bestaitigung 
fiir die Brauchbarkeit der von uns verwendeten Pikratmethode. Vorteile bietet. 
die’ Dinitrobenzoatmethode keine, im Gegenteil, die rasche Abnahme der Farb- 
intensitat 1iBt sie fiir Serienversuche wenig geeignet erscheinen. 


4 D. Gigante, Biochem. Z. 310, 350 [1942]. 

5 H. K. Barrenscheen u. J. Pany, ibid. 310, 344 [1942]. 

6 A. Hahn u. E. Barkan, Z. Biol. 72, 305 [1920]. 

7 §t. R. Benedict u. J. A. Behre, J. biol. Chemistry 114, 515 [1936]. 
8 W. D. Langley u. M. Evans, ibid. 115, 333 [1936]. 

®* E. Lehnartz, diese Z. 271 265 [1941]. 

10 F, Menne, ibid. 273, 103 [1942]; ibid. 273, 269 [1942]. 
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Vergleichende Untersuchungen iiber die einzelnen Pikratmethoden und die 
Dinitrobenzoatmethode, die von Lug! durchgefiihrt wurden, bestitigen vollauf 
unser Urteil. 


II. Die Kreatinsynthese durch Organbrei und Schnitte 


a) Quergestreifte Muskulatur 


Wir haben zunachst die Kreatinsynthese aus Glykocyamin und 
Methionin durch quergestreifte Muskulatur (Brei und Schnitte) gepriift. 
Wahrend Glykocyamin allein praktisch niemals zu einer Mehrbildung 
von Kreatin fihrt, bewirkt Methioninzusatz eine erhebliche 
Neubildung. Wir bringen im nachstehenden als Beleg je 2 Versuche 
an Muskelschnitten und Muskelbrei. 





























Vers. Nr. | B,, 16.1. 42, Ms | B,, 16.3.42,K Q| |S,,24.2.42, Ms Q| S,, 15. 3. 42, R Q 
Zusitze Krin| Zunahme |Krin}| Zunahme Kr in Zunahme Krin} Zunahme 
mg/g} mg | % |me/g| mg | % | |mg/e} mg | % |meg/e| mg | % 
0 2,71 4,32 4,11 ‘ 4,92 
G*, 3,53 4,92 4,36 5,32 
G, 3,53 | 0 0 | 4,92) 0 0 4,36] 0 0 | 5,32] 0 0 
G+M | 4,46 | 0,63 | 23,2 | 5,40 | 0,48 | 11,1 4,72 | 0,36 8,7 | 6,16 | 0,84] 17 















































Tab. 1. Im Ansatz je 1 g Muskelbrei auf die 10-fache Menge Flissigkeit. 
Tab. 2. Im Ansatz jeweils rd. 200 mg Schnitte (Feuchtgewicht). Die Werte 
sind der Vergleichsméglichkeit halber fiir die Tabelle auf 1 g Feuchtgewicht 

umgerechnet. 

In allen Tabellen bedeuten K = Kaninchen, Ms = Meerschweinchen, R = Ratte; 
die Zusitze G = Glykocyamin = 0,01-m. Endkonzentration, G*, = unmittelbar 
nach Zusatz des Gl. zur Zerstérung der Fermente aufgekocht, G, = wie gewohn- 
lich weiterverarbeitet, M = d,l-Methionin 0,02-m. Endkonzentration, I-M = I- 
Methionin 0,01-m. Endkonzentration, Ch = Cholinchlorhydrat 0,0l-m. End- 
konzentration, As = Ascorbinséure; Kreatin (Kr) als Kreatinin in mg angegeben. 

Wie fiir pflanzliches ist auch fiir tierisches Material die Methyl- 
iibertragung durch Methionin ein absolut aérober ProzeB. Bei 
SauerstoffausschluB (in N,-Atmosphare) bleibt jegliche Synthese aus 


(s. Tab. 3). 








Vers. Nr. A,, 1.4.42, R 3 Schnitte | A., 7.4.42, Ms 2 Muskelbrei | 
Kreatinin Zunahme aerob 0,66 0,82 
in mg/g anaerob 0 0 














Tab. 3. Abhangigkeit von der Sauerstoffzufuhr. Zusitze und Bedingungen wie 
in Tab. ] und 2. 

Unsere Ergebnisse stehen hier in einem gewissen Widerspruch zu 
den Befunden von Menne!®, denen zufolge bei der Kreatinbildung aus 
Arginin durch Kaltbliitermuskelbrei anaérobe Bedingungen die Syn- 
these begiinstigen sollen. Wir werden darauf noch zuriickkommen. 


11 Thea Lug, Diss. Wien 1944. 




















ie 
if 


= 


OO WU 








Bd. 283(1948) Methylierung durch pflanzliche und tierische Gewebe 81 


In unserer ersten Arbeit iiber Methylierungsvorgange durch pflanz- 
liches Material hatten wir fiir die Kreatinsynthese der Weizenkeim- 
linge ein deutliches py-Optimum um den Neutralpunkt fest- 
stellen kénnen. Das gilt auch fiir den Muskel. Im sauren Bereich, bei 
pu 5, ist iiberhaupt keine Synthese wahrnehmbar. Das Optimum liegt 
zwischen py 7—7,5; die Kreatinbildung fallt gegen den alkalischen 
Bereich wieder ab. Bei py 9,4 fehlt jede Synthese. 

Dieser Abfall im alkalischen Bereich ist nun interessanterweise ge- 
ringer bzw. wird durch eine weitere Synthese verdeckt, wenn man an 
Stelle des Veronalpuffers Glykokollpuffer im alkalischen Bereich ein- 
setzt. Es scheint hier ein neuer Mechanismus der Kreatinsynthese, an 
dem das Glykokoll beteiligt ist, in Erscheinung zu treten. Diesbeziig- 
liche Untersuchungen, die zunachst nichts mit unserem eigentlichen 
Thema zu tun haben, behalten wir uns vor. 

Nach den Fiitterungsversuchen von du Vigneaud? und Mitarbb. 
kann neben Methionin auch Cholin als Methyliibertrager in Frage 
kommen. Homocystin kann Methionin nur bei gleiehzeitiger Fiitterung 
mit Cholin vertreten. Man muB nach den Autoren annehmen, daB 
Cholin seine Methylgruppen auf das Homocystin tibertragt, daB also 
eine Wanderung der CH, -Gruppe von dem Stickstoff auf den Schwefel 
moglich ist. Wir haben in einer Reihe von Versuchen eine direkte Uber- 
tragung der Methylgruppe des Cholins auf das Glykocyamin und damit 
seine Rolle als Methyliibertrager bei der Kreatinsynthese sicherstellen 
kénnen. Das ware eine Erklirung fiir die seinerzeit von Riesser™ ge- 
fundenen Ergebnisse, nach denen Cholin fiir die Synthese des Kreatins 
von Bedeutung ist. Die seinerzeit von Riesser vorgebrachte Annahme 
iiber den Mechanismus der Kreatinsynthese aus Cholin 14Bt sich aller- 
dings nicht aufrechterhalten. 

Die folgende zweiteilige Tab. 4 bringt eine Anzahl von Versuchen 
mit Muskelbrei und Muskelschnitten, in denen gleichzeitig auch die 
Kreatinsynthese durch Methionin untersucht wurde. 





B;, 20.1. 42, Ms J, | Byo, 9.4.42, Msg, | B,, 12. 2. 42, K J, | Bg, 16. 3. 42, K Q, 
Vers. Nr. 5 F : 4 
Brei Brei Brei Brei 





Kr in| Zunahme |Kr in} Zunahme |Kr in| Zunahme |Kr in| Zunahme 

















Zusiatze 
mg/g} mg | % jmg/g| mg | % |mg/g| mg | % |mg/g| mg | % 
0 2,53 4,40 3,89 3,96 
Gt, 2,90 4,17 
G, 2,91] 0 | 0 | 4,75 417] 0 | 0 |4,37] 0 | 0 
G+M | 3,93 | 1,02 | 40,3 | 5,71 | 0,96 | 21,8 | 4,27 |(0,10) | (2,57)| 5,40 | 1,03 | 26,0 
G+ Ch | 3,94 | 1,03 | 40,7 | 5,46 | 0,71 | 16,1 | 4,75 | 0,58 | 14,9'| 4,61 | 0,24 | 6,06 


















































12 KE, Riesser, diese Z. 86, 415 [1913]; 90, 221 [1914]; 120, “ey [1922]. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 283 
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Vers. Nr. |: 24-2. 42, Meg ga ft : S,o, 7.4.42, Rd, 
Pied _ Muskelschnitte 8! Muskelschnitte 
Muskelschnitte 
Zusitze Kr in| Zunahme [Kr in| Zunahme /Kr in| Zunahme 
mg/g| mg | % |mg/g} mg | % |mg/g} mg | % 
0 4,06 3,84 4,30 
G*, : 
G; 4,27 0 0 4,13 0 0 4,63 0 0 
G+M 4,75 | 0,48 | 11,8 | 5,83 | 1,70 | 44,3 | 5,52 | 0,89 | 20,7 
G+ Ch 4,74 | 0,47 | 11,6 | 6,75 | 2,62 | 68,2 | 5,10 | 0,47 | 10,9 






































Tab. 4. Versuchsansitze wie in den Versuchen der Tabb. 1 u. 2. 


Uberblickt man die in Tab. 4 zusammengefaBten Versuche, so faillt 
zunachst die absolute Uneinheitlichkeit der Ergebnisse auf. Neben Ver. 
suchen, -in denen Cholin. als vollkommen gleichwertiger Methyldonator 
neben Methionin steht, finden sich solche, in denen Cholin offenbar 
dem Methionin iiberlegen ist und umgekehrt Cholin gegeniiber dem 
Methionin stark abfallt. Man kénnte daran denken, daB es zwei ver- 
schiedene Fermentsysteme sind, welche die Methylgruppen des 
Methionins bzw. Cholins iibertragen, die je nach den gegebenen Be- 
dingungen verschieden in Erscheinung treten kénnen. Wenn diese An- 
nahme richtig ist, dann sollte man erwarten, daB Versuche, in denen 
gleichzeitig Methionin und Cholin als Methyldonatoren angeboten wer- 
den, zu einer Mehrbildung von Kreatin fiihren, die der Summe der 
von jedem Donator fiir sich allein gebildeten Kreatinmenge entspricht. 
Das ist nun durchaus nicht der Fall. 
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Vers. Nr. B, 23.1. 42, Ms J B, 28.1. 42, Ms ¢ 
Zusiatze Kr in ne Kr in Zunahme 
mg/g mg 6 mg/g mg % 
0 2,90 2,58 
G 2,95 0 0 2,88 0 0 
G+M 3,25, 0,30 11,1 3,09 0,21 8,1 
G+ Ch 3,36 0,41 14,2 3,62 0,74 28,6 
G+M+Ch 2,95 - 0 0 3,29 | 0,41 15,9 

















Tab. 5. Versuchsanordnung wie bei Tab. 4 (Muskelbrei). 


Wie die Versuche in Tab. 5 zeigen, tritt anscheinend eine Hem 
mung ein, die Synthese bleibt entweder ganz aus oder wird, wie im Vers 
B,, um rund 50% gehemmt. Wir sind, solange wir nichts Naheres tibet 
den Mechanismus der Methyliibertragung wissen, nicht in der Lage 
fiir diese Tatsache eine Erklarung zu geben. 








ee a 


&, tt ts bee beet oO leet ie A 





1948) 








* 


Bd. 283 (1948) Methylierung durch pflanzliche und tierische Gewebe 83 


Auch die Methyliibertragung durch Cholin ist, wie die des Methio- 
nins ein absolut aérober ProzeB. In einer N,-Atmosphiare bleibt jegliche 
Synthese aus, wie uns parallel mit Methioninzusatz gefiihrte Versuche 
zeigten. Aus Griinden der Raumersparnis sehen wir von der Wiedergabe 
dieser Versuche ab, ebenso von der Mitteilung von Versuchen, in denen 
wir, so wie an pflanzlichem Material, die von Davenport, Fisher 
und Wilhelmi!* angenommene Rolle des Glykokolls als Methyldonator 
auch am Warmbliitermuskel tiberpriiften. Sie sind durchaus negativ 
verlaufen. Die Rolle des Glykokolls bei der Kreatinsynthese im Organis- 
mus ist sicher in anderer Richtung zu suchen. 

Die funktionell verschiedene rote und weiBe Muskulatur, die 
sich auch durch ihren Kreatingehalt unterscheidet — die rasch zuckende . 
weiBe Muskulatur ist reicher an Kreatin als die sich langsamer kontra- 
hierende rote Muskulatur (Riesser) — zeigt in ihrer Fahigkeit der 
Kreatinsynthese keine wesentlichen Unterschiede. 


b) Andere Organe 
1. Herzmuskel und glatte Muskulatur. 

Die Fahigkeit des Herzmuskels zur Kreatinsynthese ist durch 
die Perfusionsversuche von Fisher und Wilhelmi sowie Daven- 
port, Fisher und Wilhelmi™ bewiesen, in welchen eine Kreatin- 
bildung aus Arginin sowie aus Glykocyamin und Glykokoll bzw. aus 
Glykocyamin und Glykolsaure gefunden wurde. In unseren eigenen Ver- 
suchen haben wir Brei aus Herzen von Ratten, Meerschweinchen und 
Kaninchen auf die Fahigkeit der Kreatinsynthese aus Glykocyamin und 
Methionin bzw. Cholin gepriift. Bei der geringen GréBe des Ratten- und 
Meerschweinchenherzens muBten wir, auch bei Verarbeitung der Herzen 
mehrerer Tiere, darauf verzichten, das Organ durch die Mihle zu 
drehen. Die mit Kochsalzlésung blutfrei gewaschenen Herzen wurden 
in der Reibschale mit Quarzsand feinst verrieben und der Brei in Koch- 
salzlésung aufgeschwemmt. Es gelingt leicht, die vollkommen homo- 
gene Suspension vom Quarzsand abzutrennen. Wie nachstehende Uber- 
sicht zeigt, steht der Herzmuskel in der Fahigkeit der Krea- 
tinsynthese dem Skelettmuskel in keiner Weise nach (Tab. 6). 

Ist so der Herzmuskel mit dem Skelettmuskel in eine Reihe zu 
stellen, so ergaben unsere Versuche mit glatter Muskulatur (Dinn- 
darm) ein durchgehend negatives Resultat. 

Zur Gewinnung eines Breis aus glatter Muskulatur wurde der 
Diinndarm von Ratten bzw. Meerschweinchen herausprapariert, auf- 
geschnitten, mit warmer physiologischer Kochsalzlésung reingespiilt, 
die Schleimhaut mit dem Skalpell méglichst rasch und vollstandig ab- 
geschabt und der ,,Muskeldarm‘‘ durch die Maschine getrieben. Die 
durchgehend negativen Ergebnisse — es wurden im ganzen vier Ver- 
suche ausgefiihrt — eriibrigen eine ausfiihrliche Wiedergabe. 


13H. W. Davenport, R. B. Fisher und A. E. Wilhelmi, Biochem. 
J. 32, 262 [1938]; ferner Fisher u. Wilhelmi, ibid. 31, 1136 [1937]. 
6* 
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Vers. Nr. H, 20.4.42,R 3 H, 22.4.42 Ms g H, 24.4.42 K 9 
Zusitze Kr in | eras Kr in ree? Kr in senahine 
mg/g | mg 7o | mg/g | mg o | mg/g | mg % 

0 1,36 1,86 1,31 

G*, ; 

G, 2,51 0 0 2,16 0 0 2,04 0 0 
G+M 2,92 | 0,41 | 30,2 | 3,44 | 1,28 | 68,8 | 2,50 | 0,46 | 35,1 
G+ Ch 2,78 | 0,27 7 19,9 | 3,28 | 1,12 | 60,2 | 2,38 | 0,84 | 25,9 






































Tab. 6. Herzmuskelbrei. 





























Vers. Nr. L, 9.4.42 Ms J L, 12.4.42 Ms J 
Zusitze Kr in our Kr in pamniiien 
mg/g mg % mg/g mg | % 
0 0,62 0,28 
G*, 0,89 1,49 
G, 1,18 | 0,29 | 46,8 | 1,51 
Gim | aie | (0,27)| 0 | 1,83 | 0,34 | 121,44 
G+ Ch 1,18 (0,29) 0 1,82 0,33 117,9 





























Tab. 7. Leberbrei. 


2. Leber und Niere. 


In der Literatur finden sich wiederholt Hinweise auf die Rolle der 
Leber bei der Synthese des Kreatins. Es sei diesbeziiglich auf die Ar- 
beiten von Borsook und Dubnoff?* verwiesen. Ob man nun, ent- 
sprechend den Angaben dieser Autoren, in der Leber die Hauptbildungs- 
statte des Kreatins im tierischen Organismus erblicken soll, méchten 
wir auf Grund unserer eigenen Versuche bezweifeln. In Versuchen mit 
Leberschnitten von Meerschweinchen erhielten wir aus Glykocyamin 
allein — im Gegensatz zu Borsook und Dubnoff — keine Neubil- 
dung von Kreatin gegeniiber den Kontrollen. Methionin und Cholin 
waren in den Schnittversuchen, entsprechend den Angaben der genann- 
ten Autoren, wirkungslos. Dagegen konnten wir in Versuchen mit 
Leberbrei zu positiven Ergebnissen gelangen (Tab. 7). 

Tab. 7 gibt 2 dieser Versuche wieder. Bei L 3 ergibt sich eine ab- 
solut geringe Neubildung von Kreatin aus Glykocyamin allein, die wir 
beim Muskel niemals beobachten konnten. Methionin und Cholin lassen 
jede Wirkung auf eine weitere Mehrbildung vermissen. Hier decken 
sich unsere Ergebnisse mit den Befunden von Borsook und Dubnoff?. 
Im Versuch L4 ist Glykocyamin allein ohne Effekt, Methionin und 


. 
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Cholin dagegen wirken hier als Methylibertrager. Die absolute Zu- 
nahme bleibt allerdings auch hier, gegeniiber der Mehrzahl der Ver- 
suche am Muskel, gering. Die Werte der prozentualen Zunahme tau- 
schen hier durch den niedrigen Kreatingehalt der Leber eine betracht- 
liche Synthesefahigkeit vor. 

In den Versuchen mit Nieren — wir untersuchten Nierenbrei und 
-schnitte von Ratten, Meerschweinchen und Kaninchen — haben wir 
niemals eine Kreatinbildung weder aus Glykocyamin allein noch in 
Kombination mit Cholin oder Methionin nachweisen kénnen. Daher 
sehen wir auch hier von einer ausfiihrlichen Wiedergabe unserer Ver- 
suche ab. 

3. Gehirn und Gonaden. 
‘ Die Versuche mit Gehirnbrei (Brei aus dem Gesamthirn von Meer- 
schweinchen und Kaninchen) kénnen wir ebenso rasch abtun. Samt- 
liche sind negativ verlaufen. 

Einen positiven Effekt hatten wir bei den Generationsorganen er- 
wartet. Einmal wegen des Einflusses der Keimdriisen auf den Kreatin- 
haushalt und ferner wegen des relativ hohen Kreatingehaltes speziell 
der Hoden. Wir untersuchten Testes von geschlechtsreifen Kaninchen 
und Meerschweinchen und — allerdings nur in 2 Fallen — Ovarien 
geschlechtsreifer Kaninchen. In keinem einzigen Versuch konnten wir 
eine Kreatin-Neubildung nachweisen. 

Sollte der biologische Mechanismus der Kreatinsynthese iiber die 
Zwischenstufen Glykocyamin — Methionin — bzw. Cholin verlaufen, 
dann kommt als Ort der Synthese nach unseren Versuchsergebnissen 
in erster Linie der Skelettmuskel und der Herzmuskel in 
Betracht. Im Gegensatz zu Borsook und Dubnoff* méchten wir die 
Rolle der Leber bei der Kreatinsynthese nicht allzuhoch veranschlagen. 
Es erscheint uns auch plausibel, daB jenes Organsystem, in dem das 
Kreatin seine physiologische Rolle spielt, auch den Aufbau tiberwiegend 
kontrolliert. 


Ill. Die Kreatinsynthese durch Muskelextrakt 


Fiir die Aufklarung des Mechanismus der Methyliibertragung und 
der methyliibertragenden Fermentsysteme schien es uns wesentlich, fest- 
zustellen, ob wir es hier mit strukturgebundenen Desmoenzymen oder 
mit Lyoenzymen zu tun haben. Aufklarung dieser Frage versprachen 
Versuche mit Muskelextrakt. Die ersten Versuche, die wir an Extrakten 
von Meerschweinchen-, Kaninchen- und Rattenmuskulatur durchfiihr- 
ten, waren nicht sehr erfolgversprechend. Wir erhielten mit Glykocyamin 
und d,l-Methionin zum Teil nur minimale Ausschlage, die wir kaum als 
positiv werten konnten. Erst als wir fiir unsere Versuche natiirliches 
l-Methionin, das aus Casein nach der Vorschrift von Hill und Robson" 
dargestellt worden war, verwendeten, erhielten wir Zunahmen, die den 


14 E. M. Hill u. Robson, Biochemic. J. 28, 1008 [1934]. 
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mit Muskelbrei und -schnitten erhaltenen gleich waren bzw. sie noch 
iibertrafen. Wir bringen als Beleg in Tab. 9 zwei Versuche. 




















Vers. Nr. E,, 5.6.42, Ms 3 E,2, 27. 6. 42, Ms Jd 
as Kr in Zunahme Kr in Zunahme 
Zusatze 0/ j 0/ 
mg/g mg 0 mg/g mg A) 
0 3,10 1,91 
G 3,72 2,31 
G+ Ch 3,72 
G+ I-M, 4,47 0,75 24,2 4,15 1,84 96,3 





























‘Tab. 9. Versuche mit Muskelextrakt. Im Ansatz je 1 ccm Extrakt und 2 ccm 
Zusitze. Der Vergleichsméglichkeit halber sind die Werte auf die 1 g Muskel 
entsprechende Menge Extrakt gerechnet. 


Wie Versuch E 8 zeigt, ist hier Cholin als Methyldonator wirkungs- 
los. Wir haben die gleiche Erfahrung bei simtlichen Extraktversuchen 
machen kénnen, so daB wir zu der Anschauung kommen, daB wohl das 
am Methionin als Substrat angreifende Fermentsystem als Lyoenzym 
vorhanden ist, waihrend das fiir Cholin vorhandene Fermentsystem sich 
nicht von der Struktur loslésen 148t. Bei der Ubertragung der Methyl- 
gruppe des Cholins auf Glykocyamin handelt es sich um Ubertragung 
des Methyls von Stickstoff auf Stickstoff, bei Methionin vom Schwefel 
auf Stickstoff. Wir méchten auf Grund dieser Ergebnisse den SchluB 
ziehen, daB es sich um zwei verschiedene Fermentsysteme handelt, die 
die Methyliibertragung vom Cholin bzw. Methionin bewirken. 

. Die Haltbarkeit solcher Extrakte ist recht gering. 3 Stdn. Aufent- 
halt im Eisschrank bei + 3° setzt die Synthesefihigkeit bereits um 
ca. 20% herab, Aufenthalt im Brutschrank bei 37° bewirkt nach 3 Stdn. 
vollkommene Inaktivierung. 

Wir haben nun auch Versuche angestellt, wie weit das methyl- 
iibertragende Fermentsystem dialysabel ist. Die Dialyse wurde in Cello- 
phanschlauchen durchgefiihrt gegen eisgekiihltes destilliertes Wasser, 
dessen Temperatur konstant auf 2—3° gehalten wurde. Wie Tab. 9 
zeigt, geht bei der Dialyse die Synthesefahigkeit verloren und ist bereits 
nach 2, bzw. 3 Stdn. auf 0 abgesunken. Es muB also ein wesentlicher 
Teil des Fermentsystems dialysabel sein. 

Bei der Dialyse gegen destilliertes Wasser fallt ein Teil der EiweiBb- 
kérper des Extraktes aus. Wir haben nun versucht, die urspriingliche 
Wirksamkeit unserer Extrakte wieder herzustellen. Zu diesem Zwecke 
wurde der Extrakt von dem ausgeschiedenen Eiwei8 zentrifugiert, die 
iiberstehende Lésung vom Niederschlag abgegossen und der Nieder- 
schlag selbst in 0,9-proz. KCl-Lésung suspendiert. Eine vollkommene 
Wiederauflésung des Niederschlages ist uns nicht gelungen..Weder die 
iiberstehende Fliissigkeit noch der in KC] aufgenommene, bei der Dialyse 








Bd. 28 


dto. 4 Stdn. dial. | dto. 6 Stdn. dial. | 








dto. 2 Stdn. dial. 





E, 11.5.42 Ms 3 
frisch 





| dto. 3 Stdn. dial. 


Vers. Nr. 





| 


| 
@ 


Bd. 283 (1948) Methylierung durch pflanzliche und tierische Gewebe 





‘qyBlyXo[oysnpy UloyoIeA[VIp PUN oINBSUIqIOOSY YUE BYONSIOA “TI ‘GBI, 



















































































































































































0 0 | st | o'%% | 82‘o | 022 | ¥'6S | 86‘0 | 0g‘s | o'sot o's | tS't |sv+ 'W7+ 5 
0 0 | SFT | o's | 82‘0 | 02's | Ses | 98'0 | BT's | O'OT| Go‘T | 96's 'W2+95 
ert Z6'T | _ | 88s T's y 
z8°0 Le'T | o9'T g0'T 0 
: : : : : : ; ‘ ; pad baa : 92} ¥SNZ, 
T8Ip “UPIS 9 “OP | “TIP “UPI F OIP | “TBP ‘UPIg Z OIP | P SW VFL °Ls SAV 
‘eangsulqi00sy UOA Z988NZ ‘OT ‘GBI, 
c‘66 | at's | cz‘9 | 9'¢9 | ert | 22‘r | o'98 | ez‘T | Gor | S’6T | OS‘'o | ac‘s | T’9z | 62‘ | T1't |sv+ "We +59 
¢9 | set | t9°¢ | 9.9 | ST‘o | 9F‘s | O'sT | 920 | 29's | TTT | 82‘0 | os’s | 8*zT | FSO | 98's 'W2+9 
€9'¢ 82's read 20'S e's ra) 
rT eu‘ 00° ao‘ £0°S 0 
qABIGXY F{PI9XG Bb LAUD CC | Teiqjaysny ToIq[oysnyy “IN “SI0A 
3 SW 2h 2ST ‘AVI P SW Uh '9 FT SAV| PSH 2H 9 TT AVIS SW OP ‘2 ‘42 “AAV SW GP '9 92 AV . 
*‘qYVIZXI[OYSN]L Wo}IOIsATeIp yiul oYonsICA “G ‘qQ*I, 
0 | (soo +)| set} 0 | (to°%0O—)| T9'%} 0 {(S0'O)| HE‘E | 92% | cO‘T | 2T‘S 0 |(z0‘o)| 68'c | o'2 | ss‘o | ggte ’1I+9 
06'T 29'S 62° cl 18'S €3'¢ ) 
TS‘T sT‘2 68's 02's 68% 69'F 0 
% | sm |ssu| % | sum |3/sm|% | su |3/sm| % | sm |a/sm| % | su [asm] % | 3m |3/3u phe 
eulyeunzs ul ly ewuyeunz UWIy | swyeunZ | UI] owmyeunZ juli) owYyeuNZ |ulIy| swyeUNnzZ | orsry ig 
yostly yostay ‘eel iia 
“Tetp “upg 9 “Op “jetp “upis F °OUp ‘1eIp ‘up9g Z °OIp | P SW VES ‘TT “aq | ‘Terp ‘up3s € *O9P £ MU 3p's's *” N A 
































88 H. K. Barrenscheen und Johannes Pany Bd. 283 (1948) 


ausgeflockte Anteil ergaben, mit der eingeengten AuBenfliissigkeit ver- 
setzt, eine Wiederherstellung des Synthesevermégens. Ebenso negativ 
fielen die Versuche aus, in denen wir alle 3 Komponenten (zentrifugierter 
Extrakt, aufgeléster Niederschlag und eingeengte AuBenfliissigkeit) ver- 
einigten. Die Versuche in dieser Richtung werden von uns fortgesetzt. 


Der rasche Verlust der Synthesefihigkeit bei der Dialyse legt es 
nahe, einen relativ niedrigmolekularen Kérper als maBgebende 
Gruppe (Coferment des methyliibertragenden Systems) anzusehen. 
Da wir in unseren Versuchen an Weizenkeimlingen! eine relativ und 
absolut weit gréBere Synthese des Kreatins erhalten hatten, lag es nahe, 
an die Ascorbinsaure als Wirkgruppe des Fermentsystems zu denken. 
Ist doch der Gehalt der Weizenkeimlinge an Ascorbinséure ganz be- 
sonders hoch?®. Wir untersuchten daher zunachst den EinfluB der As- 
corbinséure auf die Synthesefaihigkeit von Muskelbrei und Muskel- 
extrakt. Ascorbinséure wurde in Konzentrationen von m/50 bis m/400 
verwendet. Wir haben in den ersten Versuchen, um eine Stérung der Be- 
stimmung durch die Ascorbinséure zu vermeiden, diese in den Filtraten 
durch Kupfer-Kalk-Fallung und weiterhin durch Behandeln mit Jod 
in saurer Lésung entfernt. Darauf gerichtete Untersuchungen ergaben, 
daB diese Operation ganzlich iiberfliissig ist. Weder Ascorbinsaure noch 
ihre Umsetzungsprodukte bei der Hydrolyse werden an Frankonit ad- 
sorbiert und stéren so die Bestimmung in keiner Weise. 

Wie die Zahlen der Tab. 10 zeigen, wird durch Ascorbinsaure 
die Synthesefahigkeit des Muskelbreis betrachtlich gestei- 
gert. Sie betragt rund die Halfte bis Dreiviertel des Zuwachses ohne 
Ascorbinsaure. In ganz anderer GréBenordnung liegt der Effekt bei den 
Muskelextrakten. Hier sehen wir in den angefiihrten Beispielen eine 
Steigerung der Kreatinsynthese gegeniiber den Versuchen ohne 
Ascorbinsaure, die das 1,6—8-fache betrigt. Ist nun Ascorbinsaure wirk- 
lich mit dem Coferment eines der methyliibertragenden Systeme 
identisch oder kommt ihr nur die Rolle eines Aktivators zu? Die 
Antwort darauf muBten Versuche an dialysiertem Muskelextrakt geben. 
Tab. 11 bringt einen derartigen Versuch. 

Es zeigt sich aus den Zahlen eindeutig, daB Ascorbinsaéure ihren 
férdernden Einflu8 nur dem kompletten Muskelextrakt gegeniiber ent- 
faltet. Die nach 2 Stdn. Dialyse noch nachweisbare geringe Synthese- 
fahigkeit wird durch Ascorbinsiure kaum noch nennenswert geférdert. 
Nach 4-, ebenso nach 6-stiindiger.Dialyse erweist sich Ascorbinséure 
nicht imstande, die Synthesefahigkeit wiederherzustellen. Als Co- 
ferment kommt sie so nicht in Frage, diirfte aber auch physiologischer- 
weise als Aktivator eine Rolle spielen. Dafiir spricht unseres Erachtens 
die besonders starke Aktivierung der Muskelextrakte. Offenbar ist doch 
nicht das gesamte Fermentsystem extrahierbar und die Ascorbinsaure 
tritt hier fiir einen fester am Gewebe haftenden Anteil des Systems ein. 


18 H. K. Barrenscheen, J. Pany u. E. Srb, Biochem. Z. 310, 285 [1942]. 
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Anhang 


Arginin als Zwischenstufe bei der Kreatinsynthese durch 
Warmblitermuskulatur 


In neuester Zeit konnte von Lehnartz und Jensen*® sowie von 
Menne!?® an Kaltbliitermuskelbrei gezeigt werden, daB Arginin zu einer 
Mehrbildung von Kreatin fiihrt. Wir haben in einer Reihe von Ver- 
suchen, ohne damit das Arbeitsgebiet der genannten Autoren fiir uns 
in Anspruch nehmen zu wollen, am Warmbliitermuskel die Ergebnisse 
von Lehnartz und Menne nachgepriift. Im ganzen wurden an Muskel- 
brei, Muskelschnitten und Muskelextrakt iiber 20 Versuche durchge- 
fiihrt. Sie ergaben in der Mehrzahl der Fille ein negatives Resultat:. 
Wo sie positive Ergebnisse zeitigten, lag die Mehrbildung an Kreatin 
wesentlich unter der mit Methionin und Glykocyamin erzielten. Tab. 12 
gibt eine vergleichende Ubersicht iiber diese Versuche. 




















BAr, BAr, SAro EAr, EAr, 
Versuch Nr. Meerschw. | Kaninch. Ratte Kaninch. | Meerschw. 
Brei Brei Schnitte | Extrakt | Extrakt 
Kreatinmehrbildung aus Gly- 
kocyamin und Methionin 0,30 0,48 1,04 0,45 0,25 
Kreatinmehrbildung aus Ar- 
ginin 0,05 0,17 0,21 0,00 0,00 














Tab. 12. Vergleichende Versuche mit Methionin und Arginin. 


Versuche, ob Cholin bzw. Methionin zu einer zusatzlichen Mehr- 
bildung des Kreatins in den Argininansatzen fiihren, zeitigten durch- 
wegs negative Resultaté. Wo eine Mehrbildung nachweisbar war, be- 
wegt sie sich in einer GréBenordnung, die innerhalb der Fehlergrenzen 


liegt. 











BAr, BAr, SArg EAr, 
Versuch Nr. Meerschw.| Kaninch. |} Kaninch. | Meerschw. 
Brei Brei Schnitte | Extrakt 
Kreatin-Neubildung aus Arginin mg/g 
Muskel 0,15 0,12 0,43 0,78 
Kreatin-Neubildung aus Arginin + Me- 
thionin 0,20 0,15 0,48 0,85 
Zuwachs| (+ 0,05) (0,03) (0,05) (0,07) 
Kreatin- Neubildung aus Arginin + Cholin 0,15 0,12 0,50 0,78 
Zuwachs 0 0 (0,07) 0 




















Tab. 13. Einflu8 von Cholin und Methionin bei Zusatz von Arginin. 


16 KE. Lehnartz u. K. Jensen, diese Z. 371, 275 [1941]. 
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Da die Frage der Kreatinbildung nur am Rande unseres eigentlichen 
Arbeitsgebietes liegt, soll auf eine theoretische Auseinandersetzung 
unserer Befunde nicht weiter eingegangen werden. Versuche mit anderen 
Organen, wie glatte Muskulatur, Leber, Niere, Gehirn und Keimdriisen 

sind mit Arginin durchgehend negativ ausgefallen. 


Zusammenfassung 


1. Quergestreifte Muskulatur des Warmbliiters (Kaninchen, Meer- 
schweinchen, Ratte) bildet aus zugesetztem Glykocyamin und Methionin 
als Methyldonator erhebliche Mengen Kreatin. 


2. Die Methylierung des Glykocyamins zum Kreatin ist ein streng 
aérober Vorgang: unter anaéroben Bedingungen (N,-Atmosphire) bleibt 
jede Kreatinbildung aus. 


3. Der Methylierungsvorgang zeigt ein ausgesprochenes Optimum 
bei einem py um den Neutralpunkt. 

4. Cholin vermag ebenso wie Methionin seine Methylgruppen auf 
das Glykocyamin zu iibertragen. Es hat den Anschein, als ob hier zwei 
verschiedene Fermentsysteme fiir die Ubertragung der Methylgruppe 
des Cholins bzw. Methionins in Frage kommen. 


5. Zwischen roter und weiBer Muskulatur besteht in der Synthese- 
fahigkeit des Kreatins aus Glykocyamin und Methionin bzw. Cholin 
praktisch kein Unterschied. 


6. Herzmuskulatur verfiigt iiber die gleiche Fahigkeit der Methy- 
lierung des Glykocyamins wie der Skelettmuskel. 


7. Von den iibrigen Organen zeigt ausschlieBlich die Leber eine, 
gegentiber dem Skelettmuskel allerdings geringfiigige Fahigkeit zur 
Kreatinsynthese. 


8. Das methyliibertragende Fermentsystem des Muskels 1éB8t sich, 
soweit Methionin als Donator in Frage kommt, durch 0,9-proz. KCl- 
Lésung extrahieren. Kurzdauernder Aufenthalt im Brutschrank bzw. 
Dialyse vernichtet die Synthesefahigkeit vollkommen. Der die Methyl- 
gruppen des Cholins iibertragende Fermentkomplex ist durch KCI- 
Lésung nicht extrahierbar. 


9. Ascorbinsaure férdert die Kreatinsynthese aus Glykocyamin und 
Methionin durch Muskelbrei und ganz besonders durch Muskelextrakt. 


10. Die Rolle eines Coferments kommt der Ascorbinsaure nicht 
zu. Sie ist nicht imstande, die Synthesefihigkeit dialysierter Muskel- 
extrakte wieder herzustellen. 
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3. Mitteilung. Zum Mechanismus der Methyliibertragung des Methionins 
Von 
H. K. Barrenscheen und Tibor v. Valyi-Nagy 
Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitaét Wien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Januar 1945) 


I, Methioninsulfoxyd 
als erste Zwischenstufe der Transmethylierung 


Die Ubertragung der Methylgruppe des Methionins auf das 
Glykocyamin ist, wie wir an pflanzlichem und tierischem Material 
zeigen konnten!, ein obligat aérober ProzeB. Am pflanzlichen 
Material hatten wir weiter die Feststellung treffen kénnen, daB bei der 
Methyliibertragung durch Methionin auf Glykocyamin ein nicht un- 
betrichtlicher Teil des Methioninschwefels in Sulfatschwefel umge- 
wandelt wird. Es mu8 daher die Methyliibertragung mit einer Oxy- 
dation des Methioninschwefels gekoppelt sein. Als mégliche erste 
Stufe dieser Oxydation haben wir das von Toennies und Kolb? dar- 
gestellte Methioninsulfoxyd diskutiert, das in Fiitterungsver- 
suchen das Methionin vollstaindig zu ersetzen imstande ist®. Aus- 
gehend von dieser Uberlegung haben wir zunachst in einer Reihe von 
Versuchen die Fahigkeit des d,I- Methioninsulfoxyds, das nach Toen- 
nies und Kolb in nahezu quantitativer Ausbeute erhalten wurde, 
zur Methyliibertragung gepriift. Wie nachstehende Ergebnisse zeigen, 
ist das d,l-Methioninsulfoxyd unter aéroben Bedingungen praktisch 
dem d,/-Methionin gleichzusetzen. 








Vers.-Nr. | II. 1. 3. 1943 | III. 6. 3. 1943 | 
Zusiitze ..... o | | @ |G+m|{ c+mso| o | ct | & |G+m| G+mso 
Kreatin ... 1,63] 1,71/1,83| 2,02] 1,95 |3,09/3,10/3,28] 3,62] 3,85 
Zunahme: mg} 0 | 0 {0,12} 0,31] 0,24 | 0 | 0 [0,18] 0,52] 0,75 

%| 0 | 0 17,4.| 19,5 | . 14,7 0} o [58 | 166 | 243 











Tab. 1. In den Ansatzen je 1 g Muskelbrei (Meerschweinchen) auf 10 ccm 
Gesamtvolumen. Phosphatpuffer pH 6,98. Bezeichnung der Zusitze in dieser 
und den folgenden Tabellen (Endkonzentration): G = Glykocyamin (0,002-m.), 
M = d,l-Methionin (0,01-m.), 1-M = I-Methionin (0,01-m.), MSO = d,l-Methio- 
ninsulfoxyd (0,01-m.), Ch = Cholin (0,01-m.), AS = Ascorbinsaiure-(0,02-m.). Die 
mit * bezeichneten Ansaitze wurden zur Ermittlung des Glykocyamin-Leerwertes 
aufgekocht. Kreatin wird in mg/Ansatz als Kreatinin angegeben. 


1H. K. Barrenscheen u. Johannes Pany, Biochem. Z. 310, 344 [1942]; 
H. K. Barrenscheen u. T. von Valyi-Nagy, H. S. 277, 97 [1942]; H. K. 


Barrenscheen u. J. Pany, diese Z. 283, 79 [1948]. 
2 G. Toennies u. J. J. Kolb, J. biol. Chemistry 128, 399 [1939]. 
3M. A. Bennet, ref. Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 122, 205 [1941]. 
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Wenn nun wirklich Methioninsulfoxyd als erste Stufe der Trans- 
methylierung aérob gebildet wird, so kénnte es, im Gegensatz zum 
Methionin, im anaéroben Versuch wirksam sein. Das ist nun, wie nach. 
stehende Versuche an tierischen und pflanzlichen Geweben zeigen, 
tatsaichlich der Fall. 

















| XVI. 26. 5. 1943 

| Vers.-Nr. = SAT a eee 

aérobe Reihe | anaérobe Reihe 
ZGushtee ......°.. 0 G* |G+M G G+MSO s G+M] G+MSO 
Kreatin ........ 4,11 4,27 | 4,39 | 4,67 4,73 4,28 | 4,28 4,79 
Zunahme: me... 0 0 0,12 0,40 0,46 (,01) | (0,01) 0,52 

| ee 0 0 2,9 9,7 41:2 0 0 12,6 | 

| 

















Tab. 2. Zusitze wie in Tabelle 1. Je 1,2 g¢ Muskel auf 12 ccm Gesamt- 
volumen. Statt Phosphatpuffer hier und in den folgenden Versuchen mit Vero- 
nalpuffer, py7. 




















| XIX. 16. 6.1943 
| Vers.-Nr. em ; mame : 
aérobe Reihe anaérobe Reihe 
i TES eas ane G* G G+M| G+MSO G G+M] G+MSO 
MEMS Levu nccsueeee ae (0,47) | 0,64 2,68 2,66 0,47 0,47 2,39 
| Zunahme: mg.......... 0 O17 | 2,21 2,19 0 0 1,92 
| Os. sKissc Seats 0 36,1 470,2 | 466,0 0 0 408,5 























Tab. 3. Im Ansatz je 6g 8 Tage alte etiolierte Weizenkeimlinge. End- 
volumen 20 ccm. Bezeichriung der Zusitze wie in Tabelle 1, doch G = 0,01-m., 
M = 0,02-m., MSO = 0,02-m. Versuchsdauer 36 Stdn.; keine Pufferung. 


Wiahrend in Bestatigung unserer alten Befunde im anaéroben 
Versuch (N,-Atmosphire) mit d,/-Methionin jegliche Synthese aus- 
bleibt, ergibt das Sulfoxyd praktisch die gleiche Mehrbildung an 
Kreatin im anaéroben wie im aéroben Versuch. Wir ziehen aus diesen 
Ergebnissen den SchluB, daB Methioninsulfoxyd als erstes 
Zwischenprodukt der Transmethylierung aufzufassen ist 
und kommen damit zu folgender Auffassung des Transmethylierungs- 
vorganges. Der obligat aérobe ProzeB ist offenbar die Oxydation des 
Methionins zum Sulfoxyd. Die Loslésung und Ubertragung der MethyI- 
gruppe, die eigentliche Transmethylierung, bedarf weiter keines Sauer- 
stoffs und verlauft auch unter anaéroben Bedingungen. Damit waren 
fiir die Ubertragung der Methylgruppe des Methionins zumindest 
zwei Fermentsysteme anzunehmen. Einmal ein oxydierendes, 
méglicherweise eine Peroxydase, welches die Oxydation des Methio- 
nins zum Sulfoxyd bewirkt. Der zweiwertige Schwefel wird dabei 
zum vierwertigen aufoxydiert. Damit ist die aérobe, oxydative Phase 
eigentlich abgeschlossen. Das in zweiter Phase wirksame Ferment- 
system greift am Sulfoxyd an. Dies 1a8t sich als Methylester der 
Sulfensiure auffassen. Die eigentliche Ubertragung der Methylgruppe 
kénnte gewissermaBen als eine Umesterung betrachtet werden, bei der 
das Sulfoxyd in die Sulfensiure iibergeht. Dieser ProzeB verliuft an 
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sich anaérob. Unter aéroben Bedingungen wird — in sekundarer 
Reaktionsfolge — die Sulfensiure wahrscheinlich iiber die Sulfinsiure 
zur Sulfosiure (Homocysteinsiure) oxydiert, aus der weiterhin hydro- 
lytisch Schwefelsiure als anorganisches Sulfat abgespalten wird. Mit 
dem eigentlichen Vorgang der Transmethylierung hat dieser ProzeB 
nichts mehr zu tun. 


II. Die Hemmung der Transmethylierung durch Cyanid 


Die im Gegensatz zum Cystin und Cystein ungemein leicht erfol- 
gende Oxydation des Methionins durch Wasserstoffperoxyd zum Sulf- 
oxyd, die von Toennies und Callan‘ genauer verfolgt wurde, legt 
es nahe, auch fiir den physiologischen Mechanismus der Bildung des 
Sulfoxyds, wie wir ihn annehmen, die Wirkung einer Peroxydase 
verantwortlich zu machen. Dann miiBte die erste Phase der Trans- 
methylierung durch Cyanid hemmbar sein. Wie unsere Versuche 
ergaben, ist das nun tatsichlich der Fall. Bei m/2000- resp. m/1000- 
Cyanid-Endkonzentration tritt, wie nachstehender Versuch zeigt, eine 
Hemmung um rund 72% ein, bei einer m/500-Konzentration bleibt 
jegliche Synthese aus. Die an sich geringfiigige Synthese des Kreatins 
aus Glykocyamin allein wird schon durch eine m/1060-Cyanidlésung 
vollstandig unterdriickt, wihrend eine m/2000-Lésung hier nieht mehr 
zu hemmen vermag. 








Vers.-Nr. VIII. 30. 3. 1943 a mimes) 
Zusatze...| G | G*| G |G+KCN |G+KCN |G+ KCN | G+M|G+M+ | G+M+ | G+M+ 
(0:0005-| (0-001- | (0-002- KCN KCN KCN 

m.) m.) m.) (0-0005-| (0-001- | (0-002- 


m.) m.) m.) 


Kreatin |3,66/3,71|3,83} 3,83 3,71 3,71 4,32 3,94 3,94 3,71 
Zunahme : 
mg 0 
% 0 


0,12} 0,12 0 0 0,61 | 0,23 0,23 0 
3,3| 3,3 0 0 |166 6,3 6,3 0 


o 






































o 





Tab. 4. Versuchsanordnung wie in Tab. 1. 


Man kénnte nun erwarten, daf Methioninsulfoxyd auch bei 
Gegenwart von Cyanid die Methylierung des Glykocyamins zu Kreatin 
bewerkstelligt. Das ist nun nicht der Fall. Wie nachstehender Ver- 
such (Tab. 5) zeigt, wird die Synthesefahigkeit des Methioninsulfoxyds, 
genau so wie die des Methionins, durch Blausiure auch noch in m/2000- 
Konzentration praktisch vollkommen gehemmt. Nur die Synthese aus 
Glykocyamin allein bleibt ungestért. Wir méchten in diesem Ergebnis 
durchaus nicht eine Widerlegung unserer Annahme iiber den Vorgang 
der Transmethylierung erblicken. Vielmehr deutet u. E. dieses Er- 
gebnis darauf hin, daB auBer der Schwermetallkomponente auch eine 
Wirkgruppe des eigentlichen methyliibertragenden Fermentkom- 


4 G. Toennies u. Th. P. Callan, J. biol. Chemistry 129, 481 [1939]. 
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plexes, méglicherweise eine Carbonylgruppe, durch Cyanid blok- 
kiert wird. Es kénnten hier ahnliche Verhaltnisse vorliegen, wie sie 
von Zeller® fiir die Diaminoxydase wahrscheinlich gemacht wurden. 











} Vers.-Nr. | IV. 15. 3. 1943 
Zusitze ....... o | c= | G [G+m| G+mso | G+M+KCN | G+MS0+KON 
Kreatin ....... 4,22 | 4,32 | 4,84] 5,70 5:35 197 | a | 
Zunahme: mg.| 0 | 0 /0,52| 1,38] 1,03 (0,65) | (0,52) 

% | 0 | O | 12,3] 32,7 24,4 (15.4) | ise 








Tab. 5. Versuchsanordnung wie in Tab. 1. KCN = 0,0005-m. 


Ill. Der Einflu8 von Schwermetall-Ionen und der Kombination 
Schwermetall + Ascorbinsaure auf die Transmethylierung 


Die Annahme, daB die erste Phase der Transmethylierung in der 
Einwirkung einer Peroxydase auf das Methionin beruht, legte es nahe, 
den Einflu8 von Schwermetall-Ionen auf das methyliibertragende 
Fermentsystem zu untersuchen. Als Schwermetalle wurden Mn“, Cu‘: 
und Zn’, als Vertreter der Eisengruppe dieses selbst und Co™ ver- 
wendet. Die Ergebnisse dieser Versuche waren zuniachst iiberraschend. 
Durch Mn‘, Co und Fe~: wird die an sich geringfiigige Synthese des 
Kreatins aus Glykocyamin ohne Methioninzusatz deutlich geférdert. 
In dem in Tab. 6 mitgeteilten Beispiel betrigt die Steigerung durch 
Mn‘ 100%, durch Co-- und Fe’ rund 158°. In anderen Versuchen 
haben wir derartig groBe Aktivierungen nicht feststellen kénnen, wohl 
aber Steigerungen zwischen 22 und 30%. Zink hemmt in allen Ver- 
suchen effektiv, bei Kupfer erhielten wir Ergebnisse, die darauf hin- 
wiesen, daB es die Kreatinbestimmung stért. Dies ist, wie eigens 
darauf gerichtete Versuche des Laboratoriums ergaben, insofern der 
Fall, als selbst unter den milden Bedingungen der Hydrolyse des 
Kreatins nach Hahn und Barkan® bei Gegenwart von Cu’ ein Teil 
des Kreatins zerstért wird, so da die Extinktionswerte fiir das 
Kreatinin wesentlich zu niedrig ausfallen. Die Kreatininbestimmung 
nach unserer Adsorptionsmethode wurde durch die Gegenwart von Cu‘ 
nicht beeinfluBt. 

Wesentlich anders ist jedoch das Ergebnis, wenn man die Wirkung 
der Schwermetall-Ionen bei gleichzeitiger Anwesenheit von Methionin 
priift. Hier zeigen sich durchgehend betriachtliche Hemmungen. Wir 
nehmen an, daB eine innere Komplexverbindung des Methionins mit 
dem Metall gebildet wird, die fiir die Methyliibertragung nicht mehr 
geeignet ist. Legt man der Komplexbildung die Formulierung von 
Ley? zugrunde, nach der in den Schwermetallkomplexsalzen der 


5 E. A. Zeller, Helv. chim. Acta 21, 1645 [1938]. 

6 A. Hahn u. G. Barkan, Z. Biol. 72, 305 [1920]. 

7 Vgl. Artikel ,,Komplexverbindungen* von P. Pfeiffer in Freuden-, 
berg, Stereochemie, Deuticke, Wien-Leipzig 1933, S. 1357 ff. 








(1948) 
blok. 


ie sie 
rden, 


<ON 





Bd. 283 (1948) Methylierung durch pflanzliche und tierische Gewebe 95 


Aminosauren das Metall hauptvalenzmaBig mit dem Sauerstoff der 
Carboxylgruppe, nebenvalenzmaBig mit dem Stickstoff, der Amino- 
gruppe verbunden ist, so kénnte diese Nebenvalenzbindung die NH,- 
Gruppe fiir weitere Umsetzungen ausschalten. Es wiirde dieses Er- 
gebnis darauf hindeuten, da8 fiir die Transmethylierung die freie 
Aminogruppe des Methionins als Haftgruppe notwendig ist. Damit 
1aBt sich wiederum unser Ergebnis in Einklang bringen, daB Blausiure 
auch bei Methioninsulfoxyd hemmend wirkt. Hier wiirde die von uns 
im Ferment angenommene Carbonylgruppe, welche die Verbindung 
mit der Aminogruppe vermittelt, durch Cyanid blockiert sein. Neben 
dieser Hemmung der Methyliibertragung des Methionins zeigt sich 
aber noch eine Hemmung der an sich geringfiigigen Kreatinsynthese . 
aus Glykocyamin allein durch die Kombination Methionin-Co~ bzw. 
Zn**- bzw. Fe**. Wahrend diese Synthese durch die Schwermetalle 
allein machtig geférdert wird, erreicht der Kreatinzuwachs in den 
Versuchen mit Methionin-Schwermetall nicht einmal die Héhe, die 
Glykocyamin allein ergibt. Es muB also auch diese Synthese, an der 
offenbar Methionin als Methyldonator nicht beteiligt ist, durch den 
Komplex Methionin-Schwermetall gehemmt werden. Uber die mut- 
maBlichen Ursachen dieser Hemmung kénnen wir, solange der Mecha- 
nismus dieser Synthese unbekannt ist, nichts aussagen. 

















"Sy ees Oe 

| Zusitze ....... [o | a) G [G@+Mn-| G+Co~| G+Zn~ | G+Fe- | G+Cu- | 
Kreatin ....... | 3,14 | 3,33 | 3,66) 3,99 | 4,18 | 3,24 | 4,18 (319) | 
Zunahme ing || 0 | Oo 0,33 | 0,66 | 0,85 | (—0,09)| 0,85 | 

| %.| 0 | 0 |105 | 21,0 | a7 | 0 | 27, 0 

| Zusitze ... G-+M | 6-+M-+Mn| G+M+CO-| G+M+Zn" | G-+M-+Fe~ | G+M+Cu~ 

[Krestin 7. | 495| 416 | - 9468 352 | 3,47 (3:19) | 

‘Zunahme: mg} 1,02} 0,80 | (0,10) (0,19) | (0,14) | 

| %| 92,0 | 25,5 | — ee ee 








Tab. 6. Versuchsanordnung wie in Tab. 2. Schwermetallzusitze in 0,0005-m. 
Konzentration. Mn--, Cu’, Co, Ni’ als Chlorid, Zn’: und Fe als Sulfat. 


Die in unserer 2. Mitteilung nachgewiesene Aktivierung des 
methyliibertragenden Fermentsystems durch Ascorbinsaure (AS) 
hat ihr Analogon in einer Reihe von Aktivierungen verschiedener pro- 
teolytischer Fermente (Kathepsin, Papain) durch diese ***, ebenso 
wie die Aktivierung von Amylase® und der Serumphosphatase!?. 
Die aktivierende Wirkung der AS gegeniiber den erwihnten Ferment- 
systemen laBt sich nun durch verschiedene Schwermetalle weiter 
steigern. Fiir das’ Kathepsin konnte durch Euler, Karrer und 


ea Karrer u. F. Zehender, Helv. chim. Acta 16, 701 [1933]. 

8a E. Maschmann u. E. Helmert, diese Z. 222, 207 [1933]; 224, 56 [1934]. 
® A. Purr, Biochem. J. 28, 1141 [1934]. 

10 §, J. Thannhauser, M. Reichel u. J. F. Grattam, J. biol. Chemistry 


121, 697 [1937]. 
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Zehender! der steigernde Einflu8 von Fe und Fe: sowie von 
Ca** nachgewiesen werden, wihrend Cu’: hemmt. Papain ®* 1aBt 
sich durch die Kombination AS-Eisen aktivieren, wihrend auch hier 
Cu hemmend wirkt. Die Spaltung von Glycerophosphat durch Se- 
rumphosphatase wird durch Cu’: und Zn gehemmt, wahrend Mn, 
Co und Ni férdern. Die férdernde Wirkung der AS auf Serum- 
phosphatase wird durch simtliche Schwermetalle gesteigert. Wir haben 
in unseren Versuchen die Kombination AS-Cu‘:, AS-Mn‘:, AS-Fe-: 
und AS-Co* auf die Methyliibertragung sowohl durch Methionin als 
auch durch Cholin gepriift und bringen in Tab. 7 zwei dieser Ver- 
suche. Um die Stérung der Kreatinbestimmung durch Kupfer auszu- 
schalten, wurde dieses vor der Hydrolyse durch Schwefelwasserstoff 
entfernt. 





















































Vers.-Nr. XII. 6. 5. 1943 
Zusatze ....... 0 G* G G+M] G+M+AS C+ Gh G+Ch+A8 
Kreatin , Sseules 4,34 | 4,50 | 4,67 4,96 5,41 . 4,84 4,96 
Zunahme: mg , 0 0 0,17 0,46 0,91 0,34 0,46 
e's 0 0 4,00 | 10,6 20,9 7,8 10,6 
G+M+AS/G+M+AS/G+4+M+AS/G+Ch+AS/G+Ch+AS/G+Ch+AS 
Zusatze......... +Co- + Fe +Cu~ +o" + Fe +u 
Kreéatin ..... = 5,55 4,79 4,62 5,24 5,18 4,79 
Zunahme: mg... 1,05 (0,29) (0,12) 0,74 0,68 (0,29) 
cee 24,2 (6,7 ) (2,8 ) 17,0 15,6 (6,7 ) 
Vers.-Nr. XIV. 18. 5. 48 
EEE OL EERE 0 G* G+M G G+Ch 
WMEEOS eee eee eas 4,84 4,90 5,12 5,80 5,12 
PARIS? MAG ooo oso Bakes 0 0 0,22 0,90 0,22 
Wisecitensssenes 0 0 4,5 18,6 4,5 
G+M+AS/G+M+AS|G+M-+AS8S/G+Ch+AS/G+Ch+AS/G+Ch+AS 
Zushtze ......... + Mn +Ni- +Co- + Mn +Ni- +Co* 
Kroatin |... 5,97 5,29 6,14 5,41 5,24 5,52 
Zunahme: mg... 1,07 0,39 1,24 0,51 0,34 0,62 
5 ae 22,1 8,1 25,6 10,5 7,0 12,8 





























Tab. 7. Versuchsanordnung wie in Tab. 2. 


Im Versuch XII haben wir den EinfluB der AS allein auf die 
Synthese durch Methionin und Cholin gepriift und, in Bestitigung und 
Erginzung friiherer Versuche, eine betrachtliche Férderung feststellen 
kénnen. Beim Methionin betrigt die Steigerung nicht ganze 100%, 
beim Cholin rund 35%. Die Kombination AS-Co:: bewirkt beim Me- 
thionin eine weitere Steigerung der Synthese auf 128%, wahrend 
AS-Fe*: und AS-Cu* deutlich hemmen. 


11H. von Euler, P. Karrer u. F. Zehender, Helv. chim. Acta 17, 157 
[1934]. 
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Beim Cholin ist das Ergebnis insofern anders, als auBer der Kom- 
bination AS-Co (Steigerung auf 118°) auch AS-Fe-: eine Steigerung 
um 100%, hervorruft, wihrend Cu‘: gleichfalls hemmend wirkt. Ana- 
loge Ergebnisse zeigt Versuch XIV. Die Kombination AS-Mn‘ steigert 
beim Methionin um rund 19%, AS-Co um 38%, wihrend Nickel 
deutlich hemmt. Anders wieder verhalt sich Cholin, bei dem AS-Mn-°: 
um 131% steigert, Ni immerhin noch um 55%, Cobalt dagegen um 
230° ! In der unterschiedlichen Beeinflussung der Syntheseférderung 
durch Eisen resp. Nickel bei Methionin bzw. Cholin méchten wir 
einen neuerlichen Beweis fiir die Verschiedenheit der beiden Ferment- 
systeme erblicken. Mit aller Deutlichkeit geht aus unseren Versuchen 
hervor, daB die Kombination AS-Co* die weitaus aktivste ist, an 
zweiter Stelle folgt dann das Mn’. Cu: hemmt analog den an proteo- 
lytischen Fermenten gewonnenen Ergebnissen. 
















































































Vers.-Nr. XVI. 6. 6. 1943 
aérobe Reihe 
Zusitze ....... o | a | a | G+mM[G+M+AS|G+M+AS| G+MSO | G+MSO 
+Co* | +AS+Co- 
Kreatin ....... 4,11 | 4,27] 4,39] 4,67 4,67 4,73 4,73 4,84 
Zunahme: mg ,| 0 0 | 0,12] 0,40 0,40 0,57 0,46 | 0,57 
pe 0 0 | 2,9 9,7 9,7 13,9 11,1 |, 19 
anaérobe Reihe 
Zusiitze ....... G | G4+M|G+M+aAs | G+M+as | G+MSO | G+MSO+AS 
| +Co* 4+Co~ 
Kreatin ....... 4,27 | 4,27 4,67 4,79 4,79 4,67 
Zunahme: mg , 0 | #O 0,40 0,52 0,52 0,40 
%) 6 | 6 9,7 12,6 12,6 9,7 
Vers.-Nr. XVIII. 6. 6. 1943 
aéerobe Reihe 
Zusatze .... 0 G* G G+M |G+/-M;}G+M+AS|G+/-M+AS G+i-M+AS 
+ Co 
Kreatin .,., | 2,14 | 2,26 | 2,37] 2,31 2,95 2,43 2,85 2,84 
Zunahme:mg| 0 0 | 0,11 | (0,05) | 0,69 0,17 0,59 0,58 
% 0 0 | 5,14 0 32,2 7,9 27,5 27,1 
anaérobe Reihe 
Zusatze ........ G G+M G+LM G+M+AS |G+LM+AS| G+ELM+AS 
+ Co 
Kreatin,....... 2,35 | 2,26 2,38 2,34 2,38 3,62 
Zunahme: mg ,.| (0,09) | 0 (0,12) (0,08) (0,12) 1,36 
ee ae 0 (5,6 ) 0 (5,6 ) 63,5 























Tab. 8. XVI.: Muskelbrei. XVIII.: Muskelextrakt (0,99% KCl bei 0°, 1 TI. 
Muskulatur auf 2 Tle. KCl). 1 Vol. Extrakt auf 2 Vol. Zusatze. 
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Wie soll man nun die Wirkung der AS sowie des AS-Schwermetall- 
komplexes erkliren? Fiir unseren Fall scheint uns die von Wald- 
schmidt-Leitz und Kocholaty'? gegebene Erklarung fiir die 
Aktivierung der Arginase durch Sulfhydrilverbindungen und Schwer- 
metall, die von Euler, Karrer und Zehender!! fiir die Aktivie- 
rung des Kathepsins durch Ascorbinsiure und Metall herangezogen 
wurde, am wahrscheinlichsten. Danach ist die Wirkung der AS und 
ihrer Schwermetallkomplexe die eines labilen reversiblen Oxydo- 
reduktionssystems. Ist diese Erklirung richtig, dann miiBte es 
mdéglich sein, durch AS allein sowie durch die Kombination AS-Metall 
auch im anaéroben Versuch einen Ausschlag zu erhalten. Wir haben 
derartige Experimente mit Muskelbrei und -extrakt durchgefiihrt und 
in dem Breiversuch auch Methioninsulfoxyd, in dem Extraktversuch 
vergleichend d,l- und /-Methionin gepriift. 

Im Versuch XVI (Brei) zeigt sich nun, da8 unter aéroben Be- 
dingungen die Kombination AS-Co* ebenso beini Methionin wie beim 
Methioninsulfoxyd zu einer weiteren Steigerung der Synthese fiihrt. 
Im anaéroben Versuch vermag AS allein die Synthese aus Methionin 
zu aktivieren, der Zuwachs an Kreatin ist der gleiche wie im aéroben. 
Die Kombination AS-Co™ fiihrt im anaéroben Versuch praktisch zur 
selben Steigeryng wie unter aéroben Bedingungen. Das gleiche gilt 
fiir Methioninsulfoxyd allein im anaéroben Milieu. Bemerkenswerter- 
weise ergibt aber die Kombination AS-Co™ beim Methioninsulfoxyd 
anaérob ein Zuriickbleiben der Synthese gegeniiber der deutlich be- 
obachteten Férderung unter aéroben Bedingungen. 

Im Extraktversuch (XVIII) sehen wir, wieder in Bestitigung 
unserer friiheren Befunde, daB /-Methionin dem d,l-Methionin deutlich 
iiberlegen ist. Wahrend d,/-Methionin keine Steigerung der Synthese 
erkennen laBt, betrigt diese mit /-Methionin rund 32%. AS gleich- 
zeitig mit d,l-Methionin gegeben férdert geringfiigig. Bemerkenswerter- 
weise bleibt in der aéroben Reihe eine Férderung der Synthese aus 
1-Methionin durch AS und AS-Co*’ aus. In der anaéroben Reihe ergibt 
sich nun, daB AS allein Muskelextrakt nicht zur Synthese befihigt, wohl 
aber zeigt sich eine enorme Férderung durch die Kombination AS-Co", 
die iiber 100° des im anaéroben Ansatz gefundenen Wertes betrigt. 


Diese Versuche scheinen uns fiir die Richtigkeit unserer Annahme 
zu sprechen, daB die férdernde Wirkung der Ascorbinsiure und des 
AS-Metallkomplexes im Sinne eines Oxydoreduktionssystems zu deu- 
ten ist. Die mangelnde Aktivierbarkeit des anaéroben Ansatzes durch 
AS allein in dem Versuch mit Muskelextrakt zeigt weiterhin, daB ein 
wesentlicher Teil des methyliibertragenden Fermentkomplexes struk- 
turgebunden ist. 


12 E. Waldschmidt-Leitz u. W. Kocholaty, Naturwiss. 21, 848 [1933]. 
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Zusammenfassung 


1. Als erste Zwischenstufe der Transmethylierung durch 
Methionin muB Methioninsulfoxyd betrachtet werden, das 
im aéroben Versuch zu praktisch gleichen Ergebnissen fiihrt wie Me- 
thionin und unter anaéroben Bedingungen im Gegensatz zu 
Methionin voll wirksam ist. 

2. Fir die Ubertragung der Methylgruppe des Methio- 
nins kommen zumindest zwei Fermentsysteme in Frage, ein 
oxydierendes, welches die Oxydation zum Sulfoxyd bewirkt, und das 
eigentliche methyliibertragende System, das auch anaérob wirksam ist. 

3. Cyanid in m/2000- und m/1000-Konzentration hemmt die 
Methylierung durch Methionin, bei einer Konzentration von m/500 
wird jede Synthese unterbunden. 

4. Methioninsulfoxyd vermag in cyanidvergifteten Ansitzen keine 
Methylierung zu bewirken. Es scheint auBer der Ausschaltunk der 
Schwermetallkomponente durch Blausiure auch eine Blockierung einer 
Wirkgruppe des methyliibertragenden Fermentsystems (wahrschein- 
lich einer Carbonylgruppe) zu erfolgen. 

5. Von Schwermetall-Ionen férdern Mn‘*, Co’ und Fe die 
Synthese des Kreatins aus Glykocyamin allein, die Kombination 
Methionin-Schwermetall fihrt zu einer Hemmung. Eine Er- 
klarung fiir diese Tatsache wird in der Bildung eines inneren Komplex- 
salzes zwischen Methionin und Metall gesucht. 

6. In Kombination mit Ascorbinsaiure fordern Co” und 
Mn" die Methyliibertragung aus Methionin, wihrend Fe’, Ni und 
Cu’ hemmen. Die Methylierung durch Cholin wird auBer durch AS- 
Co und AS-Mn* auch durch AS-Fe** und AS-Ni* geférdert. 

7. Die Wirkung der Ascorbinsiure und des AS-Schwermetall- 
komplexes wird als Wirkung eines reversiblen Oxydoreduktions- 
systems aufgefaBt. Dafiir spricht die Tatsache, daB bei Muskelbrei 
AS und die Kombination AS-Co™ auch anaérob die Methy- 
lierung erméglicht. Bei Muskelextrakt ist AS allein unter anaéroben 
Bedingungen wirkungslos, wohl aber fiihrt AS-Co** anaérob zu einer 
betrachtlichen Steigerung der Kreatinsynthese. 
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In memoriam Hoppe-Seyler 


Rede, gehalten von Wilhelm Steinhausen ¢m 12. Januar 1947 
im Konzilsaal der Uaiversitaét Greifswald. 


Hoppe-Seyler gehért zu den unmittelbaren Opfern des Krieges 
und seiner Folgen, zu den Unzihligen, die — unserem Verstindnis 
nach — zu friih starben und denen die Alteren, wie wir wohl meinen 
méchten, ganz gegen alle Natur, die Totenfeier riisten muBten. 

Felix Adolf Hoppe-Seyler entstammt einer Gelehrtenfamilie. 
Sein Vater war Professor der inneren Medizin in Kiel. Von seinem GroB- 
vater Felix Hoppe-Seyler, der zuletzt Professor der physiologischen 
Chemie in StraBburg war, hat er Rufnamen und Berufung iiberkommen. 
Thm fiel ein groBes Erbe zu, es war ihm vergénnt, dieses Erbe zu mehren, 
ja, in gewissem Sinne zu vollenden. Als dann der Zusammenbruch kam, 
bewahrte er die Haltung, die ihm die Tradition seines Hauses und ein 
inneres Gesetz vorschrieben. 

Nach einer gliicklichen Jugend im Kreise zahlreicher Geschwister, 
denen er zeitlebens der treusorgende altere Bruder blieb, zog er von der 
Schulbank fort in den Krieg und erwarb sich in den Kiimpfen 1917/18 
das Eiserne Kreuz. Nach dem Kriege studierte er Medizin und wurde 
nach AbschluB seines Studiums 1926 Assistent bei Ackermann in 
Wiirzburg, bei dem er sich 1930 fiir physiologische Chemie habilitierte. 
Mit einer seltenen Zielstrebigkeit fand er so das ihm gemiBe Arbeits- 
gebiet in der gewissermafen ererbten physiologischen Chemie. In dieser 
Zeit veréffentlichte er eine gréBere Anzahl wichtiger Arbeiten aus den 
verschiedensten Gebieten seines Faches. Sie blenden nicht durch geist- 

reiche, mehr oder minder passende Hypothesen, sondern durch eine — 
fast méchte man sagen — niichterne Sachlichkeit, die aber die Grund- 
lage der Objektivierung von Tatbestinden und damit eine der Grund- 
lagen der Wissenschaft vom Leben ist. Die Arbeiten, die sich in der 
Themenwahl zum Teil noch an die seines Lehrers Ackermann an- 
schlieBen, behandeln die Konstitution, die Darstellung bzw. die phy- 
siologische Bedeutung von Anserin, Carnosin, Carnitin, Trimethylamin- 
oxyd und anderer methylierter stickstoffhaltiger Substanzen, die im 
Muskel vorkommen. Beziiglich des Trimethylaminoxyds bzw. des Tri- 
meth lamins weist er darauf hin, daB es wegen seines geringen Mole- 
kulargewichts eine wirksame Rolle bei der Osmoregulation der Selachier 
spielen kann. Auch neue Substanzen, z. B. das Homarin, und manche 
andere hat er entdeckt. Mehrere Handbuchbeitrige zeugen von seiner 
groBen Arbeitskraft, seinen vielseitigen Interessen und seiner unbe- 
dingten Zuverlissigkeit. 

1934 wurde Hoppe-Seyler nach Greifswald berufen. Hier fiel 
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ihm die groBe und begliickende Aufgabe zu, das Werk seines GroB- 
vaters, das dieser in Greifswald begonnen hatte, aber an anderen Statten 
fortfiihrte, fiir Greifswald zu vollenden. Sein GroBvater hatte sich 1855 
dort habilitiert und sich eine selbstiindige physiologisch-chemische Ar- 
beitsstitte eingerichtet. In einem kleinen Gebiude, der ,,Stall“ genannt, 
das an der Stelle der heutigen Augenklinik als Anhang der Anatomie 
gestanden hat, begann er seine Forschungen, die ihn zu einem der Be- 
griinder der physiologischen Chemie und zu einem weltberiihmten Manne 
werden lieBen. Greifswald kann stolz darauf sein, daB es eines der ersten 
physiologisch-chemischen Institute, ja, vielleicht das erste der Welt, 
in seinen Mauern beherbergt hat. Zwei Semester lang hielt Hoppe- 
Seyler Vorlesungen iiber physiologische Chemie, dann wurde er 1856 
von Virchow naeh Berlin gezogen. 1861 kam er als Professor nach Tii- 
bingen, 1877 nach StraBburg. Zu dem groBartigen Aufbau von Wissen- 
schaft und Technik in Deutschland nach 1870 hat er durch seine physio- 
logisch-chemischen Forschungen Hervorragendes beigetragen. Uber den 
Erfolg seiner Miihe und derer, die damals mit ihm in Deutschland die 
Technik und Wissenschaft férderten, schrieb ein unparteiischer Zeuge, 
der bekannte amerikanische Physiologe Yandel! Henderson in seinem 
Werk iiber die Atmung: ,,In der zweiten Hialfte des 19. Jahrhunderts 
besaB Deutschland eine Vormachtstellung in Chemie und Medizin. Jeder 
junge amerikanische Physiologe strebte danach, seine Ausbildung durch 
ein Jahr in Deutschland‘ abzurunden.* 

Es ist verstandlich, daB in dem Enkel das BewuBtsein des unmittel- 
baren Zusammenhanges mit der friiheren groBen Zeit den Wunsch 
wachrief, die Tradition zu wahren, das Erbe zu mehren, ihn zur héch- 
sten Leistung aufrief und ihm andererseits die Sicherheit und Uber- 
legenheit gab, die ein groBer Teil des Erfolges ist. Wenn die Begriindung 
dieser Haltung auch wohl nur im UnbewuBten lag, so kam die Haltung 
doch auch nach auBen zur Geltung. Es gab Hoppe-Seyler etwas 
Hoheitsvolles, das ihn zusammen mit den vollendet gediegenen iuBeren 
Formen vielleicht auch besonders einsam werden lieB. 

Uberzeugt von der Wichtigkeit seiner Aufgabe und der Bedeutung 
seines Faches, setzte er alles daran, die physiologische Chemie in Greifs- 
wald zu einer méglichst groBen Entfaltung zu bringens Dank seiner 
groBen Sachlichkeit, seiner Energie und seinem auBerordentlich feinen 
Taktgefiihl konnte er alle seine Wiinsche durchsetzen. Nach einem 
wohldurchdachten Plan richtete er das neue Institut ein. Entsprechend 
der Technisierung der Wissenschaft, die seit den Zeiten seines GroB- 
vaters in riesigem AusmaBe eingesetzt hatte, kam es vor allem darauf 
an, die technischen Voraussetzungen zur beabsichtigten wissenschaft- 
lichen Arbeit zu schaffen, also technische Apparate und Hilfsmittel zu 
organisieren. Hoppe-Seyler hatte das von Anfang an klar erkannt 
und die Ausriistung des Instituts mit technischen Hilfsmitteln aufs 
stirkste und mit groBem Erfolg betrieben. So groB war sein Talent, 
Forschungsmaterial und Instrumente fiir das Institut zu beschaffen, 
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daB nach der Verlagerung eines groBen Teils der apparativen Einrich- 
tungen des Instituts am Ende des Krieges nach Liibeck, noch immer 
ein arbeitsfahiges Institut iibrig blieb. 

Auch eine gréBere Zahl von Mitarbeitern gelang es ihm heranzu- 
ziehen, so daB schon in den ersten Jahren nach seiner Berufung eine 
Reihe von wertvollen Veréffentlichungen erscheinen konnte. Es waren 
Arbeiten iiber den Abbau von Anilinderivaten bei Fleisch- und Pflanzen- 
fressern und die verschiedene Fihigkeit, Methimoglobin zu bilden; 
weiter tiber das Vorkommen von Cholin in der Galle, iiber den Abbau 
von Dijodtyrosin im Kérper, iiber die Histidinausscheidung u. a. — 
Auch in persénlicher Beziehung, in Ehe und Familie, schienen alle 
Wiinsche in gliicklichster Weise in Erfiillung zu gehen. 

Dann kam der Krieg, der rasch alles Gliick zerbrach. Anfangs 
wuchsen mit den Aufgaben wenigstens scheinbar noch die Krifte. Das 
Lehramt stellte erhéhte Anspriiche an ihn, daneben leitete er das Prii- 
fungsamt, und im Institut wurde intensiv wissenschaftlich gearbeitet, 
trotz der Erschwerung, die der Krieg mit sich brachte. Viele wichtige 
Arbeiten sind auch noch wihrend des Krieges erschienen. Der gréBte 
Teil ist freilich noch nicht veréffentlicht. Auch bei diesen Arbeiten ist 
die Vielseitigkeit der Themenwahl bemerkenswert. Uber die Wirkung 
von Dijod- bzw. Dibromphenylderivaten auf den Grundumsatz und 
iiber die Cholinesterase im Blut nach Verbrennung. Bei der letzteren 
Untersuchung ergab sich das wichtige Resultat, daB das Acetylcholin 
als Folgeerscheinung und nicht als Ursache fiir die Kreislaufveriinderung 
angesehen werden mu8. Bemerkenswert ist die Entdeckung einer Dejo- 
dase, die besonders in der Leber reichlich vorhanden ist. Auch iiber 
Schock und Blutkonservierung u.a. hat er gearbeitet bzw. arbeiten 
lassen. Auch ein Lehrbuch der physiologischen Chemie hatte er zu 
schreiben begonnen. Als Grundstock sollten seine in Disposition und 
Ausfiihrung glinzenden Vorlesungen dienen. 

Je linger freilich der Krieg dauerte, um so mehr zeigten sich auch 
die Zeichen des beginnenden Niedergangs. Seine Forschungsaufgaben 
erforderten seine hiufige Anwesenheit in Berlin. Die stiindigen Fahrten 
nach Berlin, die er, ohne Riicksicht auf seine Person, trotz aller Schwierig- 
keiten bis in die letzten Kriegsmonate hinein durchfihrte, untergruben 
seine Gesundheit. Als dann die Vernichtung fast aller Kulturwerte in 
Deutschland begann, wurde auch er persénlich schwer getroffen. Sein 
Elternhaus in Kiel erhielt Bombentreffer, und der wissenschaftliche Nach- 
la8 seines Vaters und GroBvaters wurde zum groBen Teil zerstért. Durch 
einen sonderbaren Zufall rettete er aus den Triimmern ein Behiiltnis, 
dessen Inhalt manche merkwiirdige Gedanken in uns wachrief, als er 
mir davon erzihlte. In dem Behiltnis waren die Orden und Ehrenzeichen 
seines GroBvaters verwahrt. Obenauf lag der héchste russische Orden, 
das von Peter dem Groen 1720 gestiftete St. Andreas-Kreuz mit einem 
besonderen Handschreiben eines russischen Ministers. 

Besonders schwer traf ihn nach dem Zusammenbruch die Nach- 
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richt, daB die kostbare Forschungseinrichtung des Instituts, die er dem 
Befehl gemaiB nach Liibeck verlagert hatte, verloren war. 56 Kisten 
waren gepliindert und die Apparate, die sie enthielten, sinnlos zerstért 
worden. Auch die Institutsbibliothek und seine Privatbibliothek, in der 
sich die vollstindige Reihe von Hoppe-Seylers Zeitschrift fiir physio- 
logische Chemie befand, war durch die Verlagerung fiir das Institut, 
wie er jetzt einsehen muBte, in Verlust geraten. Von seiner Familie, 
die sich am Bodensee befand, hatte er seit dem Zusammenbruch nichts 
mehr gehért. Der erste GruB seiner Frau traf einige Tage nach seinem 
Tode in Greifswald ein. Sechs Monate lang war die Verbindung zwischen 
dem Bodensee und Greifswald unterbrochen gewesen. 

Aber auch in dieser furchtbaren Zeit erlahmte sein Arbeitswille 
nicht. Nach dem Zusammenbruch begann er mit der Umstellung des 
Instituts auf fabrikmaBige Herstellung dringend benétigter Heilmittel. 
Besonders die Herstellung von Insulin beschiftigte ihn. Die Arbeiten 
verzégerten sich aber wegen Materialmangels, Strom- und Gassperren 
so sehr, daB die erste Lieferung an die Kliniken erst nach seinem Tode 
erfolgen konnte. Durch das Vertrauen des Rektors war er nach dem 
Zusammenbruch zum Dekan berufen worden und fiihrte auch dieses 
Amt mit der gewohnten vorbildlichen Sorgfalt und Uberlegenheit. Seine 
letzte Fakultatssitzung, die drei Wochen vor seinem Tode stattfand 
und in der er das von ihm so gut verwaltete Amt abgeben muBte, leitete 
er sicher und beherrscht wie immer. 

DaB er so sehr abgemagert war, konnte jeder sehen, aber, da es 
allen ahnlich ergangen war, konnte er alle Bitten, sich einmal in arzt- 
liche Behandlung zu begeben, mit dem Hinweis abwenden, daB er sich 
wohl fiihle, héchstens eine kleine Grippe habe. DaB er selber schon seit 
langem tiber seine Erkrankung — sowohl iiber seinen Diabetes wie auch 
iiber seine Lungenerkrankung — Bescheid wubte, ist sicher. Man hat 
sich gewundert, daB er sich niemand anvertraute. Vielleicht fiirchtete 
er, daB man ihn schlieBlich doch iiberreden wiirde, sich krank zu melden, 
aber gerade das wollte er wohl nicht, denn das hiitte er schon bei vielen 
Gelegenheiten friiher tun kénnen und hatte es nicht getan, weil ihn die 
Pflicht, die er erfiillen zu miissen glaubte, seinem Amt und seiner Be- 
rufung gegeniiber gebunden hielt. Auch meinte er vielleicht, daB er als 
Physiologe von seiner Krankheit genug wiiBte, um sich selber zu ku- 
rieren und damit auch allem Einspruch von aufen zu entgehen. In 
normalen Zeiten wire dieses letzte groBe Experiment, das er an sich 
selbst anstellte, wohl auch gelungen. Wie spiiter festgestellt wurde, ist 
seine Krankheit nach menschlichem Ermessen nicht so schwer gewesen, 
daB sie zu einem vorzeitigen Tod hiitte fiihren miissen, aber man muB 
beriicksichtigen, daB alles, was man bisher in der Geschichte der Medizin 
in Deutschland beobachtet hat, durch die Erlebnisse des Krieges und 
des Zusammenbruchs iiberholt wurde. Dai die Heilmittel, die die physio- 
logische Chemie gefunden hat, das Insulin, die Vitamine, in dem Lande, 
das einen so wesentlichen Beitrag zur Entdeckung dieser Mittel geliefert 
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hat, fehlen wiirden, hat er, scheint es, nicht in Rechnung gestellt, 
ebensowenig wie, daB der Mangel an den nétigsten Lebensmitteln so 
anhaltend und groB sein wiirde. 

So starb er am 11. November 1945 fast véllig verlassen und einsam 
inmitten einer Vernichtung, die auch alle die groBen stolzen Hoffnungen, 
zu denen der Anfang seiner Wirksamkeit in Greifswald berechtigte, be- 
grub, bis zum letzten Augenblick aber in untadelhafter Haltung. 

Kein gréBerer Gegensatz, aber auch wieder keine gréRere Gemein- 
schaft 14Bt sich denken als zwischen ihm und seinem GroBvater. Sein 
GroBvater lebte in der Zeit der gréBten Bliite unseres Landes. Er hatte 
der Wissenschaft voin Leben eine neue Grundlage gegeben und ihr seinen 
Stempel aufgedriickt. Er starb nach einem langen, von Arbeit und Er- 
folg gefiillten Leben, weltberiihmt und bekannt in allen Kulturnationen 
der Erde. Hoppe-Seyler, der Enkel, um den wir trauern, hat nicht 
den gleichen Ruhm geerntet, er hat zwar wissenschaftliche Entdeckun- 
gen von bleibendem Wert gemacht, er hat als erster und in vorbildlicher 
Weise ein Ordinariat fiir physiologische Chemie an der fast 500 Jahre 
alten Universitit Greifswald verwaltet und ein selbstandiges Institut 
fiir physiologische Chemie eingerichtet. Aber er starb vor der Ernte und 
in einer Zeit, in der das Gesicht der Wissenschaft sich gewandelt hat. 
Man hat erkannt, daB die Wissenschaft vom Leben eine wichtige An- 
gelegenheit, ja vielleicht die wichtigste fiir die Zukunft der Menschheit 
ist. An unzihligen Stellen der Welt wird daher mit héchster Intensitat 
physiologische Lehre und Forschung betrieben. 

Seit Jahren sind wir von dieser Welt abgeschnitten. Was dort ge- 
arbeitet wird und was erreicht ist, wissen wir nicht. So haben wir jetzt 
z. B. nur durch Zufall erfahren, daB die Entdeckung der Dejodase in- 
zwischen auch von einem Schweizer Forscher gemacht worden ist und 
bereits in der Schweizer Medizinischen Wochenschrift verdéffentlicht 
wurde. Mit den anderen Entdeckungen des Instituts aus den letzten 
Jahren wird es vermutlich ebenso gehen. Wenn sie iiberhaupt veréffent- 
licht werden kénnen, so werden sie lingst iiberholt sein und keine Be- 
achtung finden. Das von ihm gegriindete Institut steht im Vergleich 
zu den emsig forschenden Instituten der iibrigen Welt praktisch fast 
still. So scheint das Werk Hoppe-Seylers, des Enkels, fiir die groBe 
Welt da drauBen, und damit objektiv gemessen, wie man meint, ohne 
eigentlichen Wert gewesen zu sein. 

Aber dieser objektive Ma8stab trifft vielleicht doch nicht das We- 
sentliche. Entscheidend ist, wie wir wohl glauben méchten, letzten En- 
des, vielleicht auch fiir die 4uBere Entwicklung der Wissenschaft, die 
innere Haltung dem geistigen Erbe gegeniiber. Hier hat er GroBes voll- 
bracht, GréBeres vielleicht noch als sein GroBvater. Denn er hat nicht 
nur im Gliick und Aufstieg, wie jener, sondern auch im Ungliick und 
Niedergang die Idee der Universitit in sich und unter uns zu verwirk- 
lichen gesucht. Daran werden wir denken diirfen, solange wir selbst noch 
einen Funken dieser Idee in uns tragen. 
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Uber die Lebertranschadigung der Ratte 
und ihre Verhiitung durch Tocopherol’ 


Von 
Klaus Schwarz * 
Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir med. Forschung, Institut fiir Chemie, Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. September 1947) 


Es ist seit lingerem bekannt, daB sich die Fiitterung gréBerer 
Mengen? von Lebertran bei Schweinen, besonders beim weiBen Edel- 
schwein, schadlich auswirken kann. Die Tiere sterben nach einiger Zeit 
mit einer akuten ,,toxischen“ Leberdystrophie*. Wir haben eine analoge 
tédliche Schadigung bei der Ratte experimentell erzeugen kénnen und 
gefunden, daB sich diese? — genau wie der Casein-VI-Leberschaden 4 
oder die Hefe-Eklampsie® — mit Hilfe von Tocopherol verhiiten 1aBt. 


Die Tierversuche 


Die Versuche wurden nach den schon friiher mitgeteilten Regeln durchge- 
fiihrt und ausgewertet!. Der Lebertran (Medizinal-Lebertran des Handels) 
wurde an Stelle des Butterfettes in die bei uns iibliche synthetische Diait® ein- 
g>backen. Die notwendigen wasserléslichen bzw. fettléslichen Vitamine wurden 
den Tieren taglich bzw. wéchentlich in chemisch reiner Form und in den schon 
friiher angegebenen Mengen zugegeben’. Besonders hingewiesen sei darauf, daB 
alle Tiere zusammen mit den anderen Wirkstoffen wéchentlich 50-y Tocopherol- 
acetat erhiclten. Es wurden die in Tab. 1 aufgefiihrten 5 Didten miteinander 
verglichen. 

Tab. 1. Zusammensetzung der Didten (in %). 








D 23 D 43 D 44 | D 44E | 

RIA SVS Poke, ble ae ae | -- } 10 | 20 | 20 | 

ER be eal a oe | ar 

Casein Hammarsten (Merck 2242)... . 15 | 15 | 15 15 | 

ea 77 | 7 | 60 60 | 
SS a ee ae ee Seer 5 5 | 5 5 

| a-Tocopherolacetat............. | -~ | - 0,005 | 








* Extr.hiert nach der Vorscarift in dieser Z. 231, 108 [1944]. 


* Anschrift d. Verf. jetzt: Mainz, Universitit, Abt. f. Vitamin- u. Hormon- 
forschung. 

1 3. Mitt. ber ,,Ernihrungsbedingte Leberschiden und die Wirkung von 
Leberschutzstoffen“. 1. u. 2. Mitt. s. diese Z. 281, 101 u. 109 [1944]. 

2 Es sei betont, daB alle hier in Betracht kommenden Lebertrangaben 
weit iiber den therapeutisch iiblichen Dosen liegen. 

’ Nikolaus, Tierirztl. Rdsch. 43, 1 [1937]; derselbe, Arch. Tierheil- 
kunde 73, 428 [1938]; Tiedge, Dtsch. tierarztl. Wschr. 45, 132 [1937]. 

4 KI. Schwarz, diese Z. 281, 109 [1944]. 

5 Erscheint demniachst in dieser Zeitschrift. 

* Kl. Schwarz, Naturwiss. 30, 264 [1942]. 

* Diese Z. 281, 103 1944). 
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Die D 23 diente als Kontrolldiat ohne Lebertran; in D 43 waren 10%, in 


D 44 20% Tran eingsbacken. D 44 E hatte dieselbe Zusammensetzung wie D 44 
und enthielt zusitzlich 50 mg a-Tocopherolacetat pro kg. Diese Menge ent- 
sprach bei einer durchschnittlichen tiglichen Nahrungsaufnahme von 7,5 g 
einer Tagesdosis von 375 y Acetat. Die Ergebnisse zeigt Tab. 2. 


Tab. 2. Versuch vom 7. 3. 44. 




















5 say 
| Zahl der Davon waa. ee Wachstums- 
Tiere * gestorben keit pro Woche ** | hemmung *** 
D 23 8 0 0 8,5 — 
D 43 9 7 1,34 5,9 30,4% 
D 44 10 10 4,31 4,6 46,0% 
D 44E 9 0 0 6,6 23,2% 




















* Ohne insgesamt 4 Tiere, welche bei der Sektion Komplikationen aufwiesen. 
** Durchschnitt der 1. bis 4. Versuchswoche. 
*** Gegeniiber der Gruppe in D 23. 


Die Tiere auf der Kontrolldiit mit 10%, Butterfett lebten bei normaler 
Entwicklung bis zum 140. Tag und wurden danach zur histologischen Unter- 
suchung getitet. Sie zeigten — auch mikroskopisch — keinen pathologischen 
Befund. In derselben Versuchszeit starben bei 10%, Tran (Diit 43) 7 von 9 Ver- 
suchstieren mit ganz charakteristisch veriinderten Lebern. Die durchschnittliche 
Sterbegeschwindigkeit® betrug 1,34, die Schidigung entwickelte sich also ver- 
haltnismaBig langsam. Demgegeniiber starben bei einem Trangehalt von 20% 
(D 44) simtliche Tiere zwischen dem 16, und 58. Versuchstag. Der Durchschnitt 
lag bei 23,2 Uberlebenstagen, die Sterbegeschwindigkeit betrug also 4,31, der 
Tod trat wesentlich schneller ein als in D 43. Das Wachstum der mit Tran ge- 
fiitterten Tiere war in D 43 um 30%, in D 44 sogar um 46% gegeniiber den 
Kontrolltieren gehemmt (Tab. 2, letzte Spalte). Die Lebern der gestorbenen 
Tiere zeigten makroskopisch stets eine sehr starke, durchgehende Degeneration, 
sie waren oft ganz homogen gelb. Histologisch fanden sich schwere haimor- 
rhagische Gewebsnekrosen. Auch die Muskulatur dieser Tiere wies histolcgisch 
stark dystrophische Verinderungen auf®. 

Demgegeniiber lieBen sich bei den Ratten in D 44 E keine Schiiden fest- 
stellen. Die Tiere wuchsen wesentlich besser als diejenigen in D 44. sie erreichten 
aber nicht ganz das Wachstum der Kontrolltiere in D 23. Immerhin ver- 
dient die Tatsache Beachtung, da8B in diesem Falle Vitamin E 
eine Wachstumswirkung besitzt. Am 140. Versuchstag wurden die 
Tiere getétet. Die histologische Untersuchung lieB keinerlei krankhaften Befund 
erkennen. Die Anwesenheit von 0,005% Tocopherolacetat in der Diaét verhindert 
die Entstehung von pathologischen Verinderungen vollig. 


Besprechung 


Uber die schadlichen Wirkungen groRer Lebertranmengen auf den 
Saugetierorganismus besteht eine umfangreiche Literatur, die am 
SchluB der Arbeit zusammengestellt ist, ohne daB ein Anspruch auf 

8 Sterbegeschwindigkeit = 100 x 1/ Uberlebensdauer; vgl. diese Z. 281, 101. 

® Uber die Histologie dieser Verinderungen soll demnichst an anderer 
Stelle gemeinsam mit Hrn. Doz. Dr. H. C. Velten (Path. Inst. der Univ. Heidel- 
berg) eingehend berichtet werden. 
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Vollstandigkeit erhoben werden soll!°. Die Untersuchungen sind mit 
den verschiedensten Tieren ausgefiihrt worden. Die Empfindlichkeit der 
einzelnen Arten weist groBe Differenzen auf und auch die Symptome, 
die sich entwickeln, sind nicht immer die gleichen. Besonders wider- 
standsfahig und unempfindlich gegen die Lebertranschadigung ist ge- 
rade die Ratte™. 

Als éuB2re Zeichen der Kinwirkung werden in den meisten Fallen 
Wachstumshemmung bzw. Gewichtsabfall!* beschrieben, ferner Steif- 
heit, Spasmen und Tremor!’, Eine direkte neurotoxische Wirkung ist 
jedoch bisher nicht nachgewiesen worden. Die hemmende Wirkung 
gréBerer Mengen Tran auf das Wachstum kann bei verschiedenen Tieren 
aufgehoben werden durch vermehrte Zufiitterung von Hefe!*. Bei Milch- 
kiihen fiihrt Tranverfiitterung zur Senkung des Fettgehaltes der Milch ¥. 


Schon 1927 wurde erkannt, daB die Einfiigung von Lebertran an 
Stelle des Butterfettes oder Baumwollsamendéls in synthetische Diaten 
zur Verhinderung der Fortpflanzung fiihrt’®. Man folgerte daraus, daB 
kein Vitamin E im Tran enthalten sei, ohne zu erkennen, daB hier ein 
echter Antagonismus zwischen diesem zur Fortpflanzung notwendigen 
Wirkstoff und einem ihm entgegenwirkenden, im Lebertran vorhandenen 
hemmenden Prinzip vorliegt. Erst neuerdings wurde entdeckt, daB in 
Lebertranen betr chtliche Mengen Tocopherol vorkommen kénnen!’. 

Die am haufigsten beobachteten Organverinderungen bei Leber- 
tranverfiitterung sind Degenerationen der Skelettmuskulatur?® und des 
Herzens!®, Der besonders bei Mausen auftretende Herzmuskelschaden 
ist mit Reizleitungsstérungen verbunden und 1aBt sich elektrokardio- 
graphisch nachweisen®°®, 

Im Zusammenhang mit diesen Verinderungen der Muskulatur ver- 
dient die Tatsache besondere Beachtung, daB bekanntlich das Auftreten 
einer charakteristischen schweren Dystrophie der willkiirlichen Musku- 
latur ein typisches Zeichen des Vitamin-E-Mangels ist. Dieses ist min- 
destens ebenso ausgeprigt und ebenso sicher und eigentlich viel spezi- 
fischer als die Stérungen im Bereich des Genitale. Fortpflanzungs- 
stérungen treten bei den verschiedensten Avitaminosen auf, ja ihre Ent- 
wicklung dauert gerade beim Vitamin-E-Mangel besonders lange. Wir 
miissen uns daher freimachen von dem bisher iiblichen, einseitigen Be- 
griff des Vitamins E als ,,dem‘‘ Fortpflanzungsvitamin. Die Verhaltnisse 


10 Die in dieser Liste enthaitene Literatur ist mit einem * gekennzeichnet. 
11 * 5) [1934]. 

12 *], 2, 3, 4, 5, 14, 15, 16, 17, 18, 22). 

13 * 4, 5, 14, 15, 21). 

14 * 3, 10, 14, 16, 17, 18 [1935], 21). 

15 * 19) * 18) [1938]. 

16 *8, 9, 10). 

17 Robeson u. Baxter, J. Amer. chem. Soc. 63, 940 [1943]. 
18 * 5, 20, 18 [1939], s. a. 22). 

19 * 5, 6, 11, 13 [1929]). 

20 * § (Arbeiten mit Stenstrém), 13 [1931)). 
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liegen hier ahnlich wie beim Vitamin A. Man sprach von ,,dem‘‘ Vitamin 
des Wachstums, bis sich die Erkenntnis durchsetzte, daB es eine ganze 
Reihe von Vitaminen des Wachstums gibt und daB das Vitamin A 
dariiber hinausgehende weitere Funktionen besitzt. Keineswegs sind die 
physiologischen Aufgaben des Tocopherols ausschlieBlich auf dem Ge- 
biet der Fortpflanzung zu suchen, die Bedeutung desselben fiir Funk- 
tionen der Muskulatur und — wie wir gezeigt haben — auch fiir solche 
des Stoffwechsels der Leber kann als bewiesen gelten und 1aBt sich heute 
nicht mehr iibersehen. 

Uberblickt man die eben ausgefiihrten, experimentell sicheren Fak- 
ten, naimlich, daB Sterilitét und Muskeldystrophie einerseits durch 
Vitamin-E-Mangel, andererseits aber durch Lebertrantiberdosierung er- 
zeugt werden kénnen, so scheint der Versuch schon Jange ganz nahe- 
liegend zu sein, die Wirkung des Vitamin E auf diese durch Lebertran 
verursachten Schadigungen zu untersuchen. Die einzige in diese Rich- 
tung deutende Arbeit ist eine neuere Mitteilung von Mackenzie, 
Mackenzie und Mc. Collum2' welche fanden, daB im Vitamin-E- 
Mangelversuch an Kaninchen (Muskeldystrophie) der Tocopherolbedarf 
durch Zugabe von einigen ccm Tran pro Woche um ein Vielfaches ge- 
steigert wird, da8 also Lebertran dem Vitamin E entgegenwirkt. 

Betrachtet man die tiber Transchaden vorliegende Literatur, so 
findet man, daB auBcr den schon erwahnten Befunden bei Schweinen 
nur verhaltnismaBig selten Verdénderungen der Leber gefunden worden 
sind. Dies gilt besonders fiir die Versuche an der Ratte. Wir miissen 
annehmen, da gerade in unserer Versuchsano:dnung giinstige Be- 
dingungen fiir das Zustandekommen der Hepatopathie vorlicgen, denn 
bei dem von uns beobachteten Tiermaterial steht die Degeneration der 
Leber im Vordergrund des Krankheitsbildes. Die besonderen Voraus- 
setzungen fiir die Entwicklung einer Hepatopathie miissen — nach den 
Erfahrungen, welche bei der Untersuchung anderer ernihrungsbedingter 
Leberschaden, z. B. bei der Verwendung von Cascin VI und bei Ver- 
fiitterung von Hefe als Proteinquelle gesammelt werden konnten — in 
der Ernahrung der Tiere gesucht werden. Bei Verfiitterung gereinigter 
synthetischer Diadten unter Zugabe der gerade eben notwendigen Vita- 
minmengen in reiner Form kénnen im Organismus keine Wirkstoff- 
Reserven angelegt werden. Der Stoffwechsel befindet sich in einem aus- 
balancierten Zustand, und jede Belastung, die zum vermehrten Be- 
diirfnis an dem einen oder anderen Wirkstoff fiihrt, stért das vorhandene 
Gleichgewicht. Es entwickelt sich dann ein ,,relativer‘‘ Mangelzustand, 
d. h. eine Mangelerkrankung, die sich auf Grund der besonderen Be- 
anspruchung der Funktion des betreffenden, nicht mehr ausreichend 
vorhandenen Wirkstoffes cinstellt. 

Auch die Lebertranschaédigung bei unseren Ratten ist eine der- 


21 Mackenzie, Mackenzie u. Me. Collum, J. Nutrition 21, 225 [1941]; 
dieselben, Science [New York] 94, 216 [1941]. 
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artige relative Avitaminose: Zufiitterung von 10 oder 20% Tran steigert 
den Bedarf an Vitamin E derart, da die unseren Tieren gegebene, im 
Kontrollversuch ausreichende Tocopherolmenge von 50 y/Woche nicht 
mehr geniigt. Erst ein Vielfaches dieser Dosis verhindert tédlichen 
Schaden. Das Tocopherol ist in diesem Fall nicht nur ,,Vitamin“ in der 
iiblichen Bedeutung, sondern ein wahrhafter ,,Schutzstoff‘t in weiterem 
Sinne. Wir haben allen Grund anzunehmen, da8 auch andere Vitamine 
bei Belastungen des Stoffwechsels derartig physiologisch ausgleichende 
Schutzstoff-Funktionen ausiiben. Diese Verhiltnisse sind bisher nicht aus- 
reichend gewiirdigt worden, obwohl gerade hier manche Erklarung fiir die 
therapeutischen Wirkungen von Vitaminen zu suchen sein diirften. 


Die Frage, welcher Stoff im Tran als Ursache der toxischen Eigen- 
schaften angesehen werden muB, ist haiufig Gegenstand von Unter- 
suchungen gewesen, besonders aber von Diskussionen; sie muB als un- 
geklart gelten. Es ist mit der Méglichkeit zu rechnen, daB nicht eine 
Substanz allein fiir alle beschriebenen Schiden verantwortlich zu machen 
ist, sondern daB verschiedene Bestandteile des Trans schadlich sind 
und je nach den Versuchsbedingungen mehr oder weniger stark zur Gel- 
tung kommen, so daB sich verschiedene Vergiftungsbilder entwickeln. 
Auf Einzelheiten soll hier nicht eingegangen werden, es sei iediglich 
erwahnt, da8‘vielleicht ein Teil — aber durchaus nicht die Gesamtheit — 
der Symptome uf die Uberdosierung an Vitamin A zuriickgefiihrt 
werden kann. Uber die Giftigkeit von Vitamin-A-Konzentraten aus 
Leberélen gibt es eine ganze Reihe von Veréffentlichungen™. Zweifellos 
ist es unrichtig, alle Erscheinungen, welche sich bei diesen Vergiftungs- 
versuchen einstellen, ohne Bedenken auf das Vitamin A zuriickzufihren, 
wie das in vielen Fallen geschieht®*, Die toxischen Wirkungen grofer 
Vitamin-A-Gaben lassen sich stichhaltig nur beweisen, wenn man reines, 
kristallisiertes Vitamin A verwendet. Mit cinem derartigen Praparat 
riefen Moore und Wang?! regelmabig bei jungen Ratten tédliche 
Blutungen hervor. Beides sind Erscheinung2n, die bei der Transcha- 
digung nur selten beschrieben werden. Verainderungen der Leber oder 
der Muskulatur werden in der kurzen Mittcilung von M. und W. nicht 
erwihnt. Yamamoto” fand, daB die Giftigkeit von Fischleberdlen, 
denen das Vitamin A durch Fullererde entzogen wurde, mindestens 
ebenso groB war wie diejenige der Originalile. Vedder und Rosen- 
berg”® beobachteten, daB aus Vitamin-A-Konzentraten durch Destil- 
lation Praparate gewonnen werden kénnen, welche viel A und wenig 
Giftwirkung enthielten neben solchen, die wenig A und starke Giftigkeit 


aufwiesen. 
2 * 2532), 

23 * 25, 28, 29, 30, 31, 32). 

24 Moore u. Wang, Biochem. J. 87, Nr. 3 [1943]; Proc. Roy. Soc. [London], 
Ser. B, VIII. 

25 * 17), 

S25). 
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Zusammenfassung 


Verwendet man in synthetischen Diaten unter Zugabe der Vitamine 
in chemisch reiner Form als Fettquelle Lebertran, so entwickelt sich bei 
jungen Ratten innerhalb einiger Versuchswochen eine tédliche Stoff- 
wechselstérung, in deren Mittelpunkt eine akute Degeneration der Leber 
steht. Die Skelettmuskulatur wird stark dystrophisch. Die Entstehung 
dieser Schédigungen wird durch vermehrte Zugabe von Vitamin E vdllig 
verhindert. 

Verfiitterung von groBen Mengen Lebertran fiihrt also 
zu sehr erhéhtem Vitamin-E-Verbrauch und, falls keine 
Reserven vorhanden sind, zu einem relativen Vitamin-E- 
Mangel. Es liegt hier ein echter Antagonismus vor. 


Diese Untersuchung ist 1944 durchgefiihrt uad vor Ende des Krieges in 
der vorliegenden Form niedergeschrieben worden. Vor kurzem sind mir Ver- 
éffentlichungen von H. Dam und Mitarbeitern?’ iiber die Lebertranschidi- 
gung bei Hiihnern und ihre Bezinflussung durch Vitamin E bekannt geworden, 
deren Ergebnis mit dem in dieser Veréffentlichung an Ratten erzielten iiber- 
einstimmt. 

Ich danke Frl. Maria Schiitz fiir Mithilfe bei der Durchfiihrung der Tier- 
versuche. 
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Eine neue Methode der Serumeiweib-Reihenbestimmung 


an kleinen Laboratoriumstieren (Maus, Ratte) 
mittels der Nephelometrie 
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(Der Scehriftleitung zugegangen am 11. Dezember 19:7) 


Reihenuntersuchungen mit kleinsten Blutmengen an kleinen La- 
boratoriumstieren kénnten a priori den Eindruck der Uberfliissigkeit er- 
wecken, insofern man fiir die entsprechenden Versuche eben Tiere mit 
ergiebigeren Blutmengen wahlt. Aber ganz abgesehen von der viel ein- 
facheren Haltung sind fiir gewisse Versuche eben gerade die kleinen 
Laboratoriumstiere die einzig geeigneten, so dah man gendtigt ist, bis- 
lang bekannte Methoden dementsprechend umzugestalten. 

Wenn nun die Maus zu laufenden BluteiweiBbestimmungen heran- 
gezogen werden soll, so sollten wir uns zunachst ein Bild davon machen, 
wieviel Blut schadlos entnommen werden kann. Berechnet man die Ge- 
samtblutmenge der Maus als den 13. Teil des bag wichtes, so kom- 
men auf 18--26 g Gewicht ungefahr 1,5 bis 2 ccm Blut. Fir laufende 
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Entnahmen mit lingeren Pausen diirfte der Verlust von 10°, des Ge- 
samtblutes nicht zu groB sein; die Maus wird bei ihrem raschen Stoff- 
wechsel (nach Biichner und Grafe! etwa das 8-fache des mensch- 
lichen) ihr Blut noch wesentlich leichter als der Mensch regenerieren 
kénnen. Somit stehen 0,15—0,2 ccm Blut je Entnahme zur Verfiigung, 
woraus ungefahr 0,1 ccm Serum fiir die EiweiBbestimmung erfaBt wer- 
den kénnten. Auf diese GréBenordnung um 0,1 com Serum muB die 
SerumeiweiB-Bestimmungsmethode (SEWB) abgestimmt werden. 

Ein kurzer Uberblick iiber die bisher tiblichen Methoden zeigt fol- 
gendes: 

1. Ultrazentrifuge**, Erforderlich ca. 0,5 ccm einer 0,1—0,2-proz. 
KiweiBlésung. Albumin- und zwei Globulinfraktionen lassen sich leichter be- 
stimmen, wiihrend das 8-Globulin durch seinen hohen Lipoidgehalt langwierige 
Milieuvariationen benétigt 4. Daher ist das Verfahren zur Bestimmung der 
Globulinanteile weniger brauchbar, vollends da diese bei gleichem Molekular- 
gewicht im Schwerefeld nicht mehr unterschieden werden kénnen. 

2. Elektrophorese®.® Erforderlich 10 ccm eines héchstens auf 1:10 
verdiinnten Serums (Mikromethode 2,0 cem). Albumin-, besonders die Globulin- 
fraktionen lassen sich gut darstellen. Bestimmungsmethode sehr langwierig. 

3. Refraktometrie’, Erforderlich 1 Tropfen Serum. Nur GesamteiweiB- 
bestimmung méglich. Die Meinungen iiber die Zuverliassigkeit der Methode 
gehen sehr auseinander, da die Restrefraktion nicht immer gleich gro8 ist. 
Wechselnder Einflu8 durch verschiedene Albumin-Globulin- Quotienten (Kri- 
tik bei Starlinger und Hartl)’. 

4. Refrakto-Viskosimetrie. Bestimmung des Albumin-Globulin- Quo- 
tienten und des GesamteiweiBes méglich. Verfahren véllig unsicher in der prak- 
tischen Anwendung, trotz giinstiger Modellversuche mit isolierten Albumin- 
Globulinfraktionen °. 

5. Interferometrie. Starlinger und Hartl® lehnen die Methode aus, 
theoretischen Griinden ab. Uneinheitliche Ergebnisse. 

6. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. Standardmethoden mit 
1 ccm Serum zur Bestimmung von GesamteiweiB, Globulin und Rest-N. Ein- 
schligige Mikromethoden erfordern fiir Albumin, Globulin und Rest-N min- 
destens 0,1 ccm Serum. Das Verfahren gilt als sehr zuverlissig, da der Stickstoff- 
gehalt des Eiwei8molekiils auch bei abwegigen BluteiweiBkérpern unverindert 
gefunden wurde. 

7. Kolorimetrie!®. Erforderlich 1—2 ccm Serum. Es werden Cystin, Ty- 
rosin oder andere Aminosiuren erfaBt. 


1 Bichneru. Grafe, zit.n. Letterer, Beitr. pathol. Anatom. allg. Pathol. 
75, 543 [1926]. 

* Svedberg, Kolloid. Z. 36 Erg.-Band, 53 [1925]. 

3 P. v. Mutzenbecher, Biochem. Z. 266, 226 [1933]. 

4 Pedersen, zit. n. Wuhrmann u. Wunderly, Schweiz. med. Wschr. 
76, Nr. 12 [1946]. 

5 Tiselius, Biochem. J. 31, 1464 u. 1466 [1937]. 

6 Wiedemann, Schweiz. med. Wschr. 76, Nr. 12 [1946]. 

7 ReiB, in Abderhalden, Hdhch. d. Biochem. Arbeitsmeth. Abt. IV, 
Tl. 3, Berlin 1924. 

8 Starlinger u. Hartl. Biochem. Z. 160, 114, 124—125, 129, 147 [1925]; 
183, 245 [1927]. 

® Starlinger, Biochem. Z. 160, 151 [1925]. 

410 Wu-Hsien u. Greenberg, zit. n. Bennhold, Kylin, ines ak, 
Eiwei8kérper d. Blutplasmas, Dresden u. Leipzig 1938, S. 111—113. 
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8. Titrimetrische Bestimmung!!. Titration der Oxydierbarkeit der 
EiweiBkérper. Erforderliche Menge 0,2 ccm Serum fiir GesamteiweiB und 
Globulinbestimmung.: Ausfiihrung der Methode recht schwierig, besonders die 
Entfernung der Fette und Lipoide aus den kleinen Serummengen. 

9. Gravimetrie: Erforderlich 0,5 bis 1,0 com Serum. Letterer™ gelang 
es 1925, diese Menge auf 0,05 ccm Serum: herunterzudriicken. Das Verfahren 
erfordert sehr groBe Ubung. 

Die derzeitigen physikalischen SEWB-Methoden (Elektrophorese, 
Ultrazentrifuge) fallen leider fiir gréBere Reihenbestimmungen wegen 
ihrer schwierigen Methodik und langwierigen Auswertung aus. Nur sie 
ergeben viéllig exakte, auch in der Globulinfraktion naher zu differenzie- 
rende Ergebnisse. Unter den alteren Verfahren (Refraktometrie, Inter- 
ferometrie, Colorimetrie u.a.) haben viele einen gré8eren Serumver- 
brauch oder sind in ihren Ergebnissen problematisch. Einige lassen sich 
nur fiir GesamteiweiBbestimmungen anwenden. Die exakten Methoden 
des Mikrokjeldahls und der Gravimetrie beanspruchen trotz feinster 
Technik immer noch mindestens 0,1 ccm Serum fiir Albumin- und 
Globulinbestimmung. 

Einen Ausweg aus dieser miBlichen Loge bietet die Nephelo- 
metrie. Ihre Methodik kann weitgehend mit der Gravimetrie ver- 
glichen werden. Durch Fallungsmittel werden die SEW-Ko6rper zu 
nebeligem Ausfall gebracht und dann mittels Messung ihres Streulichtes 
physikalisch erfaBt. Bei der h6heren Empfindlichkeit optischer Messun- 
gen gegeniiber dem Wiegevorgang und der Moéglichkeit, mit hdheren 
Serumverdiinnungen arbeiten zu kénnen, darf erwartet werden, daB 
man mit wesentlich geringeren Mengen auskommen wird als in der 


Gravimetrie. , 

Beziiglich der Sicherheit und RegelmaBigkeit der Salzfallung stellte Cohn’ 
GesetzmaBigkeiten fest, die trotz der Kritik an der Einheitlichkeit dieser Fal. 
lungen (elektrophoretische Untersuchungen von .Tiselius*) eine gesicherte 
Basis fiir exakte Messungen darstellen. Im Fallungsmechanismus spielt die Wer- 
tigkeit und Art der Ionen des verwendeten Neutralsalzes eine ausschlaggebende 
Rolle’*. Starlinger und Hart]l® stellten bei vergleichenden Fallungen eine 
Beeinflussung ihrer Ergebnisse durch die verschiedenen Salze fest. Ammonsulfat 
erscheint fiir SEW-Fallungen als am meisten geeighet. Sie sprechen dabei statt 
von Globulin lieber von Ammonsulfat-Halbsittigungs- und statt von Albumin 
von Ammonsulfat-Ganzsittigungs-Fraktion. 

Rusznyak?* bestimmte 1923 erstmals am umgebauten Chromophotometer 
von Plesch nephelometrisch das Gesamteiweif sowie Albumin und Globulin im 
Serum mit halbgesittigtem und salzsaurem Ammonsulfat. Trotz betrachtlicher 
prinzipieller Einwande gelang es, gravimetrisch gut iibereinstimmende Werte 
zu erzielen. Vor allem fand er Verdiinnungsgrade des Serums, die recht stabil 
erschienen und keine Flockungen zeigten. Auch Schippers!* machte gute Er- 


1 Polonorski, Warenbourg, Cuvellier, zit. n. Bennhold, Kylin, 
Rusznyak, EiweiBk6rper d. Blutplasmas, Dresden u. Leipzig 1938, S. 114-115. 
12 Letterer, Beitr. pathol. Anatom. allg. Pathol. 75, 564 [1926]. 
18 Cohn, Physiologic. Rev. 5, 349 [1925]. 
14 Wuhrmann u. Wunderly, Helv. med. Acta 10, Suppl. [1943]. 
15 Rusznyak, Biochem. Z. 133, 365, 371 [1922]; 141, 479 [1923]. 
16 Schippers, Mschr. Kinderheilk. 40. 521 [1928]. 
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fahrungen mit der Nephelometrie. Rona und Kleinmanns'’ EKinwinde gegen 
die Methode Rusznyaks kénnen heute nicht mehr in diesem AusmaBe gelten. 
Koranyi und Hatz}8 fanden die Triibungen mit Ammonsulfat im ZeiBschen 
Stufenphotometer mit Nephelometeransatz!® 30 Min. lang unverindert. Sch mitz 
und Wulkow®”® benutzten die Nephelometrie von SerumeiweiSkérpern zur Auf- 
stellung von Fallungskurven mit Ammonsulfatlésungen in steigender Konzen- 
tration. Sie betrachteten das Verhalten der Triibwertekurve als typisch fiir 
bestimmte SerumeiweiB-Zusammensetzungen im Sinne einer qualitativen Analyse 
und sprechen von ,,BluteiweiB-Spektren‘*. Durch die erstmalige Angabe der ab- 
soluten Triibwerte fiir Serumproteine geben Schmitz und Wulkow Gelegenheit zu 
einem Vergleich mit Ergebnissen spiterer Autoren. So finden sie fiir die Halbsat- 
tigung (mensch]. Globulin) den absoluten Wert 0,006. Plétner*! kommt spiter 
mit seiner quantitativen Globulin-Schnellbestimmungsmethode ebenfalls auf den 
absoluten Wert 0,006 (13) fiir menschliches Normalserum. Die Sattigungskurven 
des Eiwei8-Spektrums zeigen ein auffalliges Abfallen bei Sittigungen tiber 74%, 
Eine begriindete Ursache des Triibwertabfalles in diesem Fall fand auch 
Schmitz? nicht. Plétner stellte 1936 eine Globulin-Eichkurve auf*!. Uber die 
Unbrauchbarkeit von Sulfosalicylsiure als Fallungsmittel kommt er zu dem- 
selben SchluB wie Letterer und Messerschmidt schon 19257%. Nephelo- 
metrische Methoden benutzten 1938 Siedentopf** und 1943 Albers?5, In 
neuester Zeit haben Herken und Remmer”* ein Nephelogramm mit dem 
Havemannschen Photometer bei Hungerédemkranken aufgestellt. 

Da saémtliche Versuche mit Ammonsulfat meist am Stufenphoto- 
meter mit Nephelometeransatz ausgefiihrt wurden, ist eine praktische 
Gleichsetzung der Ergebnisse tiber Fallungssicherheit und Fiallungs- 
beeinflussung méglich. Es ergibt sich folgendes Bild: 

Der Verlauf einer Ammonsulfatsattigungskurve auf Grund von 
Triibungsmessungen zeigt stets einen deutlichen Einschnitt bei Halb- 
sattigung. Ein Zeichen dafiir, daB die Trennung eines Serums in seine 
zwei Hauptdispersitétsphasen auch im Nephelometer stets einwandfrei 
erkannt werden kann. Kommt bei weiterer Sattigung zu der gréber 
dispersen Phase (Globulin) noch die zweite feiner disperse ausgefillt 
hinzu, so verlauft die Kurve iiber 60° Sattigung hinausgehend nicht 
mehr so regelmaBig, ja es kann sogar zum Absinken der Triibwerte 
kommen. RegelmaBig tritt der Abfall aber bei Sattigung iiber 74% auf, 
d.h. an dem im Léslichkeitsversuch mit Ammonsulfat festgestellten 
Punkt der vollstandigen Proteinfallung *”. Ob nun dieser Kurvenabfall 
auf einer Zusammenballung der kleineren Aggregatteilchen durch die 
hochkonzentrierte Salzlésung beruht oder die Folge einer Stérung der 


17 Rona u. Kleinmann, Biochem. Z. 140, 462 [1923]. 

18 Koranyi u. Hatz, Z. analyt. Chem. 97, 266 [1934]. 

19 ZeiB-Stufo mit Nephelometeransatz mess G 41-525-1; dazu Sauer, 
Z. techn. Physik 12, 159—162 [1931]. 

20 Schmitz u. Wulkow, Biochem. Z. 245, 408, 413 [1932]. 

21 Plétner, Biochem. Z. 286, 128, 135, 279 [1936]. 

22 Schmitz, diese Z. 221, 197 [1933]. 

23 Letterer u. Messerschmidt, unveréff. Versuche 1925. 

24 Siedentopf, Arch. Gynakol. 1938, Nr. 1. 

25 Albers, Kolloide, Elektrolyte u. Hormone (Thieme, Leipzig 1943). 

26 Herken u. Remmer, Arztl. Wschr. 1, 289—294 [1946]. 

27 Geill, in Bennhold, Kylin, Rusznyak, EiweiBkérper des Blut- 
plasmas, S. 127 u. 130 [1938]. 
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optischen Verhatnisse durch das Nebeneinander zweier ausgefallter 
grobunterschiedlicher SerumeiweiBsphasen ist, ist nicht zu entscheiden. 
Bei dem einwandfreien Kurvenverlauf bis zur 50°%,-Sattigung steht aber 
offensichtlich einer quantitativen Erfassung des Globulins durch Ne- 
phelometrie nichts im Wege. 

Der Verlauf der Sattigungskurve iiber 50°, hinaus ist in seiner 
Abfalltendenz fiir eine quantitative Erfassung weniger erfolgverspre- 
chend, doch weist Schmitz” auf einen gesetzmaBigen Ablauf der Kur- 


ven hin. 
Blutentnahme an der Maus und Serumgewinnung 


Die Maus bietet bei der geringen GréBe erhebliche Schwierigkeiten 
bei mehrmaliger Entnahme gréBerer Blutmengen. In friiheren Ver- 
suchen gewann Letterer!? das Blut zur gravimetrischen EiweiBbestim- 
mung durch Punktion der Aorta, was die Tétung des Tieres voraussetzt 
und mehrmalige Bestimmungen nicht zuli8t. Die oft geiibte Methode, 
den Schwanz anzuschneiden und das Blut auszustreichen, liefert nicht 
immer die nétige Blutmenge und schadigt oft die Schwanzvenen. Beim 
Kaninchen wird das Ansetzen eines Vakuums an die Ohrentnahmestelle 
schon lange geiibt, um die Gerinnung zu verzégern. Stellt man bei der 
Maus am Schwanz ein Vakuum her, so kénnen bei 24-g-Tieren bis zu 
1,1 cem Blut gewonnen werden. 

Arbeitsmethode: Um ein lipimisches Serum zu vermeiden, la8t man die 
Miuse vor der Entnahme 4—6 Stdn. ohne Futter. Es empfiehlt sich, die Tiere 
vor der Blutentnahme kurze Zeit in einem warmen Raum zu halten. Bei Ratten 
geniigt ein Aufwirmen des Schwanzes mit warmem Wasser. 






te 


zur Wasserstrahipumpe 
Abb. 1. Schematische Zeichnung der Vorrichtung zur Blutentnahme. 


Die Maus wird zur Entnahme in einem vorne mit Korkstopfen verschlossenen 
Drahtréhrenkifig ruhiggestellt.. Auf die Beckenweichteile wird ein Glasrohr- 
[-Stiick mittlerer Weite, dessen absteigender Ast an eine Wasserstrahlpumpe 
angeschlossen ist, mit Hilfe eines Druckschlauchstiickchens luftdicht aufgesetzt. 
An das andere Ende des T-Stiickes schlie8t sich ein mit fliissigem’ Paraffin aus- 
gegossenes Uhlenhut-Glaischen (40x 8 mm) mittels einer Schlauchdichtung an. 
Durch Verschieben des Druckschlauchstiickchens wird die Linge des Verbin- 
dungsstiickes so reguliert, daB die gekappte Schwanzspitze etwa bis zur Hialfte 
in das Auffangglischen hineinragt. Durch schwaches Saugen lassen sich sq 
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durchschnittlich 0,15 bis 0,2 ccm Blut auffangen. Das Paraffin iiberschichtet 
sehr rasch das Blut und schiitzt die geringe Menge vor dem Vertrocknen. Nach 
12 bis 24 Stdn. Kiithlschrankaufenthalt steht das Paraffin einwandfrei iiber dem 
Koagulum, aus dem jetzt 0,03—0,06 com klares Serum ausgepreBt sind. Das 
Serum ist, wenn man es lange genug abstehen 1aBt, vollig klar; u. U. nicht in das 
Koagulum einbezogene Erythrocyten setzen sich am Boden ab. Das ausgepreBte 
Serum wird mit einer Kapillare am Mundsaugschlauch herausgehebert und in 
eine MeBpipette eingeblasen. 

Mit diesem Verfahren kann auch Nativblut gewonnen werden. Dazu wird 
das Uhlenhut-Glischen mit festem Paraffin ausgegossen. 


Entwicklung und Eichung des Verfahrens 


a) Globulin. Wir legten Plétners*! Verfahren einer Globulinschnell- 
bestimmungsmethode im Serum zugrunde, nach welchem man das Se- 
rum im VerhAltnis 1: 100 mit physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt 
und 1 cem davon mit 4 ccm physiologischer Kochsalzlésung in ein ge- 
wohnliches Reagensglas bringt. Der Triibwert dieser Losung wird als 
Anfangstriibwert im Nephelometeransatz im Zeifschen Stufenphoto- 
meter bestimmt (Vergleichshelligkeit 1) 19. Nun kommen 5 ccm gesattigte 
Ammonsulfatlésung zum Ansatz dazu. Nach 10 Min. ist das Globulin 
in feinster Triibung ausgefallen und kann im Triibmesser bestimmt wer- 
den. Zieht man den Anfangstriibwert von diesem Triibwert ab, so ver- 
bleibt der eigentliche Globulintriibwert. Seine Hohe entspricht dem 
Globulingehalt des untersuchten Serums. Diese Methode erfordert 1 cem 
einer Serumverdiinnung 1/100, also mindestens 0,015 ccm Serum. 


' b) GesamteiweiB. Eine Triibung aus 0,2 com der Verdiinnung des 
Serums auf 1/100, versetzt mit 4,8 com gesattigter Ammonsulfatlésung, 
erwies sich als ausreichend und stabil genug fiir das Nephelometer. Die 
Ammonsulfatkonzentration ist demnach im Gemisch 96°, der Sattigung, 
die Kochprobe am Filtrat dieser Triibungslésung zeigt, da8B alles Protein 
durch das Ammonsulfat ausgefallt wird. 

Die Triibungen .(30—600%) fiir Globulin’ und Gesamtweiwei8 liegen im 
besten MeBbereich der Nephelometrie mit dem ZeiBschen Stufo (gerader Anstieg 
bis 4346 °% =absoluter Wert 0,24). Auch die anderen. Autoren arbeiten im wesent- 
lichen mit ahnlichen Verdiinnungsgraden. 
| 
|  Endverdiinnungen: 

Schmitz-Wulkow?”®: (Globulin-GesamteiweiB) 1/1555 


Plétner: (Globulin) */1000 
| Schneider: (Globulin wie Plétner) 1/1000 
' (GesamteiweiB) */ 2500 


Beide Fallungsarten wurden zunachst auf ihre RegelmaBigkeit und 
die Hohe ihrer Triibungen bei den verschiedensten Normalseren gepriift. 
Tab. 1 liefert dabei relative °/,-Werte fiir das menschliche Serum, die, 
auf absolutes MaB berechnet, mit den Werten von Schmitz-Wulkow 
und Plétner gut iibereinstimmen. 
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Tab. 1. Relative Triibwerte in % fiir Halb- und Ganzsittigungsfillungen ver- 


schiedener Seren. 























Art Halb- Ganzsattigung 
Rind 369 247 
379 252 
372 
Kaninchen 415 
419 - 
Kaninchen 394 265 
* 401 
Hammel 550 212 
548 
Hammel 440 246 
252 
Mensch 451 282 
452 279 
Ratte 530 232 
Maus 341 188 
348 190 














Absolute Werte beim menschlichen Serum: 
Schneider 0,00610 


Sehmitz-Wulkow” 0,006 Plitner 0,00613 


*) Hier und in den folgenden Tabellen wird der relative Triibwert der Serumverdiinnung 


1/;99 mitgefiihrt als Beweis der Serumgiite (siehe im folgenden). 


Die Fallungen erwiesen sich bei allen Bestimmungen sowohl im 
Globulin- wie GesamteiweiBbereich als sicher und regelmaBig. Um gleich- 
zeitig auch den Entnahme- und Serumgewinnungsmechanismus mit in 
diese Priifung einzuschalten, wurden in Tab. 2 die Bestimmungen mit 
denselben Mausen rasch hintereinander unter Entnahme gréBerer Blut- 


mengen durchgefiihrt. 


Tab. 2. Verhalten der relativen Triibwerte in % bei mehrmaliger Entnahme an 


derselben Maus. 


a) Entnahmeinkurzen Abstanden 
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Blutmenge | Halb- | Ganzsattigung 8 Leerwert 
0,3 com 410 fehlt 45 
nach 15 Min. 0,4 cem 228 fehlt 58 
0,2 cem 277 210 30 
nach 10 Min. entblutet 228 160 35 
b) Entnahmein Tagesabstanden 
Datum Halb- Ganzsattigung 

20. 1. 271 192 32 

25.1. 322 203 35 

30. 1. 285 193 30 























a ae 
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Es zeigen sich in der Tabelle 2a) bei der zweiten Bestimmung stets 
niedrigere Triibwerte. Der Blutverlust fiihrte zur Hydraemie. Bei der 
Sektion erschienen beide entblutete Mause in ihrem Gewebe sehr fliissig- 
keitsarm. Wurde dagegen das Blut bei derselben Maus in geringeren 
Mengen bei physiologischerweise tragbaren Abstanden (5 Tage) gewon- 
nen, 80 fielen die Triibwerte regelmaBig aus. Tab. 3 bringt eine Sammlung 
von Triibwerten bei den verschiedensten gesunden Mausen. 


Tab. 3. Relative Triibwerte in % bei gesunden weifen Mausen. 








Tier Halb- Ganzsitt. Leerwert Tier | Halb- | Ganzsatt. | Leerwert 
a 241 173 45 g 271 192 32 
b 248 -- 51 h 299 199 34 
€ 310 210 35 i 293 214 40 
d 258 180 45 k 297 218 36 
e 275 185 38 ] 294 228 29 
f 365 184 36 m 312 214 33 
































Alle Werte liegen zwischen 241 —365 Rel.-°, bei Halbsattigung und 
173—228 Rel.-% bei Gesamtsattigung, also rund 300 Rel.-°% bei Halb- 
und 200 Rel.-°% bei Ganzsattigung. Die vorliegenden relativen °/,-Werte 
wurden an unserer Apparatur unter Verwendung des Filters LITh und 
der Blende 1 im Reagensglas unter keilférmigem Strahlengang erzielt. 

Als Fehlerquellen der Nephelometrie sind folgende Einfliisse aus- 
zuschlieBen : 

1. Das Serum muvB einwandfrei sein, besonders darf keine Lipamie 
oder Hamolyse vorhanden sein. Eine gute Kontrolle iiber die Reinheit 
des Serums gestattet die Bestimmung des Anfangstriibwertes, wie er fiir 
die Halbsattigungsfillung iiblich ist. Die Werte sollen dabei zwischen 
25—50 Rel.-% Helligkeit zur Blende 1 liegen. 

2. Die durch Temperaturerhéhung bedingten Fehler sind meist 
gering. Nur ist eine langer dauernde Beniitzung der Apparatur zu ver- 
meiden, da durch die Beleuchtung eine Erwirmung des Wasserbades 
der Apparatur eintritt. Unsere Ablesungen wurden bei Zimmertempera- 
tur angestellt. 

3. Sehr viel Sorgfalt erfordert die Herstellung der gesattigten 
Ammonsulfatlésung. Tab. 4 veranschaulicht die Wirkung verschie- 
den hoher H-Konzentrationen auf die Globulintriibwerte. 

Die Ganzsattigungsfallung bleibt von den py-Veranderungen un- 
berihrt. 

Tab. 4Abhangigkeit. des Triibwertes in % vom py. 





Pu Halbsattigung Ganzsattigung 





6,0 275 184 
5,1 1208 188 
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Geill?? untersuchte schon 1928 die Fallungswirkung der halb- 
gesittigten Ammonsulfatlésung bei py 7,1—4,0. In dem Abschnitt von 
pu 7,1—5,4 ist der EinfluB der py-Anderung ganz unbedeutend, es 
fallt nur das Globulin aus. Die Fallung nimmt ab py 5,4 erst langsam, 
dann immer schneller zu, so daB bei py 4,0 das gesamte Serumprotein, 
somit auch das Albumin bei Halbsattigung gefallt ist. Geills Beob- 
achtungen finden in unserer Triibwertzunahme der Globulinfallung beim 
Absinken des py eine Parallele. Um ein Absinken des py unter 5,8 bei 
der Herstellung der gesattigten Ammonsulfatlésung zu vermeiden, darf 
dabei héchstens auf 50° C erwirmt werden. Bei héheren Temperaturen 
steigt der Séuregrad durch Entweichen von Ammoniak. Wir gingen bei 
der Herstellung der Lésung stets von der Vollsattigung bei 40° C mit 
812 g Ammonsulfat auf 1 7 dest. Wasser aus. Auf diese Art hergestellte 
‘Lésungen haben stets ein py um 6,0 und zeigen nach Abkihlung auf 
Zimmertemperatur reichliche Kristallbildung, so daB die Vollsattigung 
gesichert ist. Der Triibwert der Lésung soll bei 8 bis 15 Rel.-°% der 
Blende 1 liegen. 

4. Einen weiteren beachtenswerten Punkt stellt die Ablesezeit 
dar. Plétner gibt 10 Min. nach der Durchmischung als festen Zeitpunkt 
an, Wulkow 30 Min.; Plétners Intervall erwies sich bei eiweiBreichen 
Seren zur Globulinausfallung als zu kurz, so daB unsere Ablesungen 
stets 20—30 Min. nach dem Durchmischen der Lésung (Umriihren bis 
zur Schlierenfreiheit) angestellt wurden. 

Nachdem die RegelmaBigkeit der Triibwerte und deren Uberein- 
stimmung mit den Werten der anderen Untersucher erwiesen war, galt 
es, die Werte der Nephelometrie mit den Ergebnissen einer anderen 
Bestimmungsmethode in Parallele zu setzen. Der Mikrokjeldahl er- 
schien wegen seiner Genauigkeit und geringen Serumanforderungen be- 
sonders geeignet. Angesichts der oben erwaihnten verschieden starken 
Fallungswirkung der Fraktionierungssalze wurde die Fraktionierung des 
Serums fiir die Kj Idahl-Bestimmung ebenfalls mit Ammonsulfat aus- 
gefiihrt. Die Fchlergrenze dieser Methode ist, wie die folgende Ubersicht 
zeigt, auch bei Verwendung von Ammonsulfat als Fallungsmittel tragbar : 


1. Bestimmung mit 0,1 com Serum (beide Fraktionen wie unten) 
2. Bestimmung mit 0,05 cem Serum (Gesamtweiweif direkt als Trichlor- 





essigsiurefillung). 
1) Globulinfraktion 2,41 ¢°% Eiweif 

Albuminfraktion 3.31 2% EiweiB zus. 5,72 g% FEiweibB 
2) GesamteiweiB (direkt) 5,54 29%, KiweiB 





Unterschied 0,18 g% KiweiB. 
Dies sind 3,2°, Fehlerbreite. 


EiweiBbestimmung mittels Kjeldahls 

1) Globulinfraktion. Ein Gemisch von 0,1 ccm Serum mit 0,2 cem phy- 
siologischer Kochsalzlésung und 0,3 ccm gesittigter Ammonsulfatlésung wurde 
nach 24-stdg. Aufbewahren im Eisschrank 10 bis 15 Min. bei 5000 Touren 
zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit lieB sich leicht véllig abpipettieren 
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(Albumin + Ammonsulfat). Der im Glaischen verbliebene Rest wurde in 0,5 ccm 
physiologischer Kochsalzlésung gelést. Diese etwa 0,1 ccm Globulinlésung wurden 
mit 0,05 ccm 30-proz. Trichloressigsiure unter Erhitzen | im Wasserbad gefallt 
und auf ein N-freies Hartfilter gebracht. 

2) Albuminfraktion. Die bei 1) abpipettierte etwa 0,5 com betragende 
Albuminlésung wurde mit 0,3 ccm Trichloressigsiure gefallt, zum Sieden erhitzt, 
anschlieBend zentrifugiert und die iiberstehende Flissigkeit (jetzt nur Ammon- 
sulfatlésung) abpipettiert. Den ungelésten Albuminrest brachte man wie oben 
auf ein N-freies Hartfilter. 

Die auf dem Hartfilter befindlichen Proteine wurden mit dest. Wasser sorg- 
faltig gewaschen, bis im Filtrat SO,-Ionen nicht mehr nachzuweisen waren, 
und die N-Bestimmung mit Hilfe von n/.00-Lésungen in iiblicher Weise nach 
Kjeldahl durchgefiihrt. Die. Werte fiir Globulin und GesamtweiweiB8 bei der 
gesunden Maus liegen zwischen 1,8 bis 2,5 g% im wesentlichen um 2,35 ¢% 
EiweiB. Die Gesamteiwei8bestimmungen ergaben Werte um 5,9 g% EiweiB. 


Tab. 5. EiweiBgehalt im Serum gesunder Mause (Kjeldahl). 


a) Globulin (in ¢% HiweiS) b) GesamteiweiB (g¢°%) 
Tier a b ec d e a b Ce d e 








Wiwei} 2,45 1,85 1,802 2,46 2,35 5,75 5,94 5,65 5,72 5,62 





Nachdem es gelungen war, mit 0,15 com Mauseserum eine einwand- 

freie GesamteiweiB- und Globulinbestimmung im Mikrokjeldahl durch- 
zufiihren und gleichzeitig fiir eine nephelometrische Bestimmung von 
Zlobulin und GesamteiweiB schon 0,02 com Serum ausreichte, war die 
Eichung der Rel.-°%-Triibwerte auf g°/, Eiwei8 durchzufiihren. Da bei 
gesunden Mausen keine Seren von stark unterschiedlichem EiweiBgehalt 
zu bekommen sind, was an sich zur Eichung erforderlich ware, waren 
wir genotigt, von 0,4 cem Serum eines Tieres 0,1 ccm fiir die unter 1) 
und 2) beschriebene Kjeldahl-Bestimmung zu verwenden. Von den rest- 
lichen 0,3 com wurde eine Verdiinnungsreihe zwischen 1: 50 bis 1: 300 
hergestellt, und von den einzelnen Stufen die rel. Triibwerte bestimmt. 
Es wurden jeweils die Seren zweier Tiere verwendet; die Verdiinnungs- 
kurven (Kurve 1 und 2) verlaufen hierbei fiir Globulin bzw. Gesamt- 
eiweiB einander parallel, der dazugehérige Kjeldahl-Wert betrug bei 
den beiden zur Globulinbestimmung verwendeten Tieren 1,82 bzw. 
2,74 g°%,, bei den zur GesamteiweifSbestimmung verwendeten war er fast 
gleich hoch. Die Mittelwerte der Triibwerte aus den Verdiinnungskurven 
dienen als GrundJage zur Berechnung der Eichkurven fiir Globulin und 
GesamteiweiB. Die Umrechnung beruht darauf, daB der relative Triib- 
wert der Verdiinnung 1: 100 dem g°%-EiweiBwert (Mikrokjeldahl) gleich- 
gesetzt wird. Samtliche anderen Verdiinnungen werden entsprechend 
mehr oder weniger EiweiB je nach ihrem Verdiinnungsgrad ‘gegeniiber 
1: 100 besitzen, z. B. fiir Globulinkurve: 1:50 Verdiinnung = 2: 100, 
also 22,28 g°% EiweiB = 4,56 g°/, EiweiB, wenn die 1: 100 Verdiin- 
nung dem Kjeldahlwert 2,28 g°, EiweiB gleichzusetzen ist. Durch diese 
Anwendung von Verdiinnungsreihen zur Kichung des Nephelometers 
war es méglich, eine Bestimmungsbreite fiir Globulin von 0,7 bis 4,5 g% 
EiweiB und Gesamteiwei8 von 2,8 bis 11,2 g°%, zu erhalten. 
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Die Ablesung der g°%-EiweiBwerte an den Eichkurven ist ganz ein- 
fach. Die Ordinate enthalt den Triibwert in Rel.-°4, wahrend sich aus 
dem Schnittpunkt mit der Kurve ohne weiteres die dazugehérigen g°% 
EiweiB an der Abszisse ablesen lassen. 
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Verdiinnungskurve 1. Halbsittigung mit Ammonsulfat. g% EW 
nach Kjeldahl: 1,82 (1), 2,74 (2). 
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Verdiinnungskurve 2. Ganzsattigung mit Ammonsulfat. g% EW 
nach Kjeldahl: 5,65 (3), 5,72 (43. 


Zur Bestimmung der Fehlerbreiten wurden noch folgende 
Untersuchungen unternommen. Wir greifen zunachst zur groben Orien- 
tierung iiber die Bestimmungsbreiten in Tab. 6 auf die alten Ergebnisse 
an verschiedenen Seren (Tab. 1) zuriick. Auf Grund der Eichkurven 
lassen sich die Triibwerte jetzt in absoluten g°/, EiweiBgehalt im Serum 
umsetzen. Zum Vergleich werden Mittelwerte verschiedenster Unter- 
sucher an derselben Serumart herangezogen (Tab. 6). 
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Es zeigt sich, daB die nephelometrisch gefundenen Werte sich im 
Bereich der Mittelwerte anderer Untersucher befinden, soweit iiberhaupt 
eingehende Untersuchungen vorliegen. Beachtenswert ist also, daB die 
Umsetzung von relativen Triibwerten in g% EiweiBgehalt auch bei 
héherem Proteingehalt des Serums (andere Tierart) einwandfreie Er- 
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Kiehkurve 1. Halbsittigung mit Ammonsulfat. 
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Kichkurve 2. Ganzsattigung mit Ammonsulfat (96%). 


























gebnisse zeitigt. Die mit dem geringer eiweiBhaltigen Mauseserum ge- 
eichten Kurven sind also auch fiir simtliche anderen Seren (andere 
Tierarten) anwendbar. Tab. 7 soll die GréBe der Fehlerbreite der auf 
g% EiweiBwerte geeichten Nephelometrie zeigen. In vielen Unter- 
suchungen wurden in Mauseseren und in Seren von Hungerversuchsratten 
nephelometrisch Globulin und GesamteiweiB bestimmt, danebenher wur 
den Bestimmungen des Globulins und GesamteiweiBes nach dem vor- 
stehend angegebenen Mikrokjeldah] unternommen. 
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Tab. 6. EiweiBgehalt verschiedener Seren (nephelometrische Werte, 
verglichen mit Ergebnissen anderer Untersucher). 





Nephelometrisch 


Nrgebnisse anderer Autoren 

















Serumart 
rel. %% 2% EW 2% EW | Verfahren und Autor 
Rind Globulin 375 2,8 2.8 | Tabulae biolog. Mittel- 
Gesamt-EW 250 7,1 a wert IIT (1926) 
7 
Kaninchen Globutin 417 3,0 1.32.4 | Refraktometrisch, B er - 
. , = oa ger*8, (Nied. Wert siehe 
Gesamt-W 26! 3 a 
‘ ‘ai P ; Kritik der Refraktometric.) 
Hammel Saye co a Globulinwerte fehlen 
140 S46. | 
Gesamt-EW 212 oe ane ae 
240 zag 7 | 6—8 Halliburton 
| 
! 
Mensch Globulin 451 3,2 | 2.9 Kjeldahl, nach Wuhr- 
Gesamt-EW 280 7,8 | 7,35 mannu. Wunderly™ 











Tab. 7. Gegentiberstellung von nephelometrischen Eiwei8werten und Kjeldahl- 
Q 5 > ’ 
Werten an Mauseseren und pathologischen Rattenseren. 





Nephelometrie 


Kjeldahl | 





Fehlerbreite in % 





Tier 0 
rel. % | g% 
Miuse 
a Globulin 323 2,5 2,34 0.16 auf 2,5 = 6,4 
Ges.-EW 167 5,3 5,02 0,28 auf 5,3 = 5,3 
| 

b Globulin 333 2,55 2,51 0,04 auf 2,55 = 1,5 
Ges.-EW 160 5,2 5,39 0,19 auf 5,2 = 3,7 
¢ Globulin 350 2,7 2,83 0,13 auf 2,7 4,8 
Ges.-E.W 176 5,7 5,94 0,24 auf 5,7 2 
d Globulin 361 2,75 2.85 0,1 auf 2,75 = 3,6 
Ges.-EW 164 5,4 5,56 0,16 auf 5,4 = 2,9 
e Globulin 365 2,8 2.9 0,1 auf 2,8 = 3,6 
Ges.-EW 191 5,9 5,39 0,5 auf 5,9 = 8,4 

Ratten 
a Globulin 829 5.5 5,3 0,2 auf 5,5 =.3;6 
Ges.-EW 250 752 7.6 0,4 auf 7,2 =5,5 
b Ges.-EW 168 5,4 5,7 0,3. auf 5,4 5,5 























2 Berger, Z. ges. exp. Med. 28, 4 [1922]. 
“ Halliburton, J. Physiology 7, 319. 
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Trotzdem zwei so difficile Bestimmungsmethoden an kleinsten 
Serummengen nebeneinander ausgefiihrt wurden, war das Ergebnis sehr 
zufriedenstellend. Die Differenz zwischen beiden Bestimmungen geht 
nur in zwei Fallen iiber 5,5°, des nephelometrischen Wertes hinaus. Bei 
den wenigen Abweichungen iiber diesen Wert hinaus kann auch ein 
gr6Berer Fehler des Mikrokjeldahls mitspielen. Seine Fehlergrenze legten 
wir mit 3% fest. Laufen nun beide Fehlerbreiten einmal zufallig ent- 
gegengesetzt auseinander, so sind solche Erhéhungen iiber 5°, Fehler- 
breite leicht denkbar. Die wirkliche Fehlerbreite der auf g°/, EiweiB- 
gehalt des Serums geeichten Nephelometrie diirfte bei 5°/, liegen. 

Nach Abschlu8 der Genauigkeits- und Eichungsuntersuchungen ge- 
staltet sich unser Verfahren der Globulin- und GesamteiweiB- 
bestimmung an kleinsten Serummengen folgendermaBen: 

Das nach der oben genannten Methode gewonnene Serum wird im Reagens- 
glas mit 0,9-proz. Kochsalzlésung unmittelbar auf 1: 100 verdiinnt. Diese Ver- 
diinung dient als Ausgangslésung fiir die Globulin- und Gesamt-EiweiBbestim- 
mung. Zur Globulinbestimmung kommen 4 ccm physiologischer Kochsalz- 
lésung zusammen mit 1 ccm der 1: 100 Verdiinnung in ein Reagensgliischen zur 
Ablesung des Anfangstriibwertes. Gleichzeitig wird der Triibwert von 4,8 ccm 
vesittigter Ammonsulfatlésung in einem zweiten Reagensréhrchen bestimmt. 
Zum ersten Réhrchen gibt man 5 ccm gesittigte Ammonsulfatlésung zu und 
mischt gut durch, bis keine Schlieren mehr zu sehen sind. Dem zweiten Réhrchen 
werden 0,2 ccm der Verdiinnung 1: 100 ebenfalls bis zur Schlierenfreiheit bei- 
gemischt. Réhrchen 1 und 2 enthalten nach 20—30 Min. die gereiften Halbsat- 
tigungs- bzw. Ganzsittigungstriibungen des zu bestimmenden Serums. Die 
relativen Triibwerte der beiden Réhrchen werden nach dieser Zeit im Nephelo- 
meter bestimmt, von ihnen jeweils der anfangs bestimmte betreffende Leerwert 
abgezogen. Die so erhaltenen Endwerte kénnen an Hand der Eichkurven direkt 
in g% EiweiBgehalt des Serums umgesetzt werden. 

Das vorliegende Verfahren ist in seiner Anwendung recht einfach. 
Es ist wenig Zeit zu einer Bestimmung erforderlich und das Neben- 
einanderverarbeiten verschiedener Seren zu Reihenexperimenten ist gut 
méglich. 


Laufende Anwendung der Methode bei der Maus 


Wie schon unsere Untersuchungen iiber die FallungsregelmaBigkeit 
an mehrfach gewonnenen Seren derselben Maus (Tab. 2) zeigten, ist bei 
rasch aufeinanderfolgenden Blutentnahmen ein deutliches Absinken der 
Werte auffallig. Um nun ein méglichst gutes laufendes BluteiweiBbild 
fiir die Mauseexperimente zu erhalten, ist eine Bestimmungsfolge in 
kurzen Tagesabstanden wiinschenswert. Unser Verfahren wurde so zu 
Bestimmungen an gesunden Mausen in verschieden kurzen Zeitabstin- 
den beniitzt. Es sollte sich zeigen, in welchem Tagesabstand die Maus 
die fiir unsere Bestimmungsmethode nétige Blutmenge liefern kann. 
Ein Absinken der BluteiweiBwerte als Zeichen einer Uberbelastung der 
Blutregeneration soll dabei nicht auftreten. Danebenher war es in- 
teressant festzustellen, wie lange solche Entnahmen fortgesetzt werden 
kénnen. Die Ergebnisse liefert Tab. 8. 
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Tab. 8. Mehrmalige Entnahme an der gleichen Maus in verschiedenen Zeit- 
abstainden (in 2°, EiweiS). 





Tier | Zoitabstand | 

















a 15 Min. Globulin 4) 23 2) 1,9 
Ges.-EW Ges.-EW 6,3 5,2 
| rel. Glob. % 36,5 36,5 
b 24 Stdn. | Globulin 1) 1,7 2) 1,5 
| Ges.-EW 6,5 | 5,8 | 
| rel. Glob. % 26,0 | 26,0 
c 24 Stdn. | Globulin 1) 2,25, 2) 21 
| Ges.-EW 6,3 | 6,1 
| rel. Glob. % 35,7 | 35,0 
d {Tage | Globulin 1) 1,8 | 2) 1,75 | 3) 1,8 
| Ges.-EW 6,0 | 6,0 6,0 
H 
e | 5 Tage | Globulin 1) 2,2] 2) 2,45 | 3) 28 4) 2,45 
| Ges.-EW 5,9 | 6,1 5,9 6,3 
Gewicht ¢ 2 | «3°33 24 23 
| 
f | 5 Tage Globulin 1) 2a | 2) 23 3) 24 | 4) 2,3 
; Ges.-EW 6,4 6,4 62 | 6.1 
| Gewicht ¢ 26 | 24 24 23 





Die Tab. zeigt, daB die Maus den zur Bestimmung erforderlichen 
Blutverlust alle 4—6 Tage schadlos vertragt. Ein laufendes SEW-Bild 
ist also mit dieser Methode durchaus herzustellen. 


Vereinfachte Darstellung von freiem /(+-)-Arginin 
Von 
Georg Schmidutz 


Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitit Erlangen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Februar 1948) 


In Organic Syntheses werden von Brand und Sandberg? zwei 
Vorschriften zur Darstellung von 1(+)-Argininchlorhydrat gegeben, die 
iiber das Benzyliden-argininhydrat von Bergmann und Zervas? gehen. 
Da fiir die Darstellung der freien Diaminosaiure neuere Angaben fehlen, 
bleibt die Vorschrift? aus dem Jahre 1925 als giiltig bestehen: Ben- 
zyliden-argininhydrat wird mit der berechneten Menge 5-n. Schwefel- 


1B. Brand u. M. Sand berg, Organic Syntheses Coll. Vol. II. S. 49 


[1943]. 
2 


2M. Bergmann u. L. Zervas, diese Z. 152, 282 [1925]. 
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siure auf dem Wasserbad zerlegt, die Saure genau mit Barythydrat 
neutralisiert und das nunmehr an Barium- und Sulfationen freie Filtrat 
unter Ausschlu8 von Kohlensaure im Vakuum eingedampft. 

Auf die Beobachtung, da8 Benzyliden-argininhydrat von Wasser- 
dampf in wenigen Minuten quantitativ in Benzaldehyd und freies 1(+-)- 
Arginin gespalten wird, griinde ich folgende Vorschrift: Benzyliden- 
argininhydrat wird, in der fiinffachen Menge Wasser verteilt, in einer 
Destillationsapparatur einem Strome Wasserdampf ausgesetzt, wobei 
im Verlatfe einiger Minuten der Benzaldehyd vollkommen iibergetrieben 
wird. Es hinterbleibt eine von Fremdstoffen freie, stark alkalisch rea- 
gierende Lésung freien /(+-)-Arginins. Nach Aufsetzen eines Natron- 
kalkrohres auf die Kapillare wird im Vakuum eingeengt und das Arginin 
mit Alkohol und Ather wie tblich kristallisiert erhalten. 

Die glatte Zerlegung mit Wasserdampf spricht fiir die Formulierung 
II als eines 2-Phenyl-4-[w-guanidinopropy]l] - oxazolidon-(5)- 
monohydrates, die bereits Bergmann und Zervas? auf Grund 
der Unléslichkeit in Alkali in Erwagung ziehen. 


NH NH 
tl II 
H,N-C: NH -(CH,],-CH-COOH, H,0 H,N-C-NH-[CH,],-CH—CO, H.0 
| | 
I N II NH O 
I \V4 
CH 4 C,H. CH ° C,H; 
Versuche 


a) 1,0034 g Benzyliden-argininhydrat entspr. 623,1 mg Arginin in 
5 ccm Wasser verteilt, werden 10 Min. der Einwirkung von Wasserdampf aus- 
gesetzt, wobei der Benzaldehyd vollkommen abgeblasen wird. Die alkalische 
Lésung wird mit 1 ccm Eisessig angesiuert, nahe zum Sieden erhitzt und mit 
einer heiBen Lésung von 2 g Flaviansiure in 25 cem Wasser gefallt. Die Aus- 
beute an sofort analysenreinem Argininflavianat ist 1,7421 g entspr. 621,3 mg 
Arginin (99,68% d. Th.). 
18,80 mg Sbst.: 27,18 mg CO,, 7,34 mg H,O. — 4,919 mg Sbst.: 0,701 ccm 
N, bei 15° C und 746 mm; 221,9 mg Sbst. gaben 107,9 mg BaSO, 
C,6H250,9N,_S (488,43). Ber. C 39,34, H 4,13, N 17,21, S 6,56. 
Gef. 39,45, 4,37, 16,58, 6,68. 


b) 1,9951 g Benzyliden-argininhydrat, in 10 ccm Wasser verteilt, 
werden wie oben mit Wasserdampf zerlegt. Nach dem Einengen im Vak. auf 
etwa 3 ccm wird durch aufeinanderfolgende Zugaben von 20 ccm Athylalkohol 
und 40:ccm Ather das freie I(+)-Arginin gefillt. Berechnete Menge Arginin 
1,2652 g; gefunden wurden 1,2354 g (97,4% d. Th.). Die zu Rosetten vereinigten 
winzigen Prismen schmolzen sofort bei 208—209° (unkorr.; Zers.). 

10 95° - 
{a}. “3 eae a = + 18,69° (in 0,5-n. Salzsiure) 





Es gelang mir nicht, die Base vollkommen frei von Carbonat auf die Waage 
zu bringen, so daB die angegebene spezifische Drehung vermutlich noch etwas 
zu niedrig liegt. 
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Die Aminosaéuren und die biologische Wertigkeit des HefeeiweiBes 
Von 


K. Felix und I. Pendl 


Aus ‘dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Februar 1948 


Die Hefe, welche bei der Gewinnung der Cellulose aus Holz anfiallt, 
dient schon seit lingerer Zeit als Tierfutter, scit einigen Jahren wird 
sie auch fiir die menschliche Ernihrung verwendet. 

Da der Nahrwert eines EiweiBes sich nach seiner Verdaulichkeit 
und dem Gehalt an Aminosauren richtet, he ben wir in Trockenprapa- 
raten zweier Hefearten, Torula utilis und Torula candida arborea den 
Gesamtstickstoff, den Purinstickstoff, den Schwefel und 16 Aminoséuren 
bestimmt. Die Resultate zeigt Tab. 1. 


Tab. 1. Ergebnisse der Analyse zweier Hefearten 


Torula utilis Torula candida arborea 
Gesamt-N 6,99 7,41 
Purin-N 0,9759 0,837 
Gesamt-S 0,41 2,1 
Asche 7,7 8,09 
Alanin 5,78 6,69 
Cystin 0,25 0,36 
Phenylalanin 1,72 2,44 
Tyrosin 1,25 1,68 
Tryptophan 0,8 0,75 
Methionin 0,569 0,602 
Threonin 1,92 4,28 ‘ 
Valin 3,5 
Leucin 1,4 r 
Prolin 1,59 1,9 
Oxyprolin 2,57 2,26 
Arginin 148 1,4 
Histidin 0,39 0,42 
Lysin 1,19 1,52 
Asparaginsaure 1,2 12 
Glutaminsaure 4,2 5,32 


Der Gesamtstickstoff der lufttrockenen Praparate liegt um 7% und 
steigt beim Trocknen iiber P,O; auf rund 8° an. Der Purinstickstoff 
betraégt in den beiden Praparaten 14,1 bzw. 11,2% des Gesamtstick- 
stoffs, scheint aber durch das Nahrmedium beeinfluBt werden zu kénnen; 
denn in kiirzlich wiederholten Bestimmungen in Praparaten von Torula 
utilis anderer Herkunft, betrug er 10,2°%, des Gesamtstickstoffs, ist also 
von der gleichen GréSenordnung wie der zellreicher tierischer Organe 
vgl. 1, 


. N. Poezka, Dtsch. Arch. klin. Med. 167, 177 [1930]. 
2 §. Edlbacher u. P. Jucker, diese Z. 240, 80 [19361. 
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Der Unterschied im Schwefelgehalt beruht wahrscheinlich darauf, 
daB Torula utilis auf einem Vorhydrolysat, Torula candida arborea hin- 
gegen auf Sulfitablauge geziichtet wurde. 

In den bei Torula utilis bestimmten Aminosauren sind 3,82 g Stick- 
stoff enthalten, was rund 23,9 g Eiwei8 entsprechen wiirde. Da nicht 
sémtliche Aminosaéuren bestimmt’ worden sind, liegt der wirkliche Ei- 
weiBgehalt wesentlich héher, bei Torula utilis maximal bei rund 38%, 
[Gesamt N — PurinN x 6,25] und fiir Torula candida arborea bei 
rund 41%. Im allgemeinen enthalten die beiden Hefearten von den 
Aminosauren gleiche Mengen, ausgenommen Threonin und Phenyl- 
alanin, die beide in Torula candida arborea reichlicher vertreten sind. 


Zur Bestimmung des Gehaltes an verdaulichem Eiweif lieBen wir 
auf die beiden Hefepraparate mit Enterokinase aktiviertes Trypsin aus 
Trockenpankreas einwirken. Dabei stieg bei Torula utilis der lésliche 
Stickstoff von 6,4 auf 83,8°% des Gesamtstickstoffs an und bei Torula 
candida arborea von 16,6 auf 89,1°%. Im ersten Fall betragt somit der 
verwertbare Eiweibstickstoff 77,4 und im zweiten Fall 72,5°/, vom Ge- 
samtstickstoff, beziehungsweise das verwertbare EiweiB selbst 33—34%, 
beider Trockenhefen. Obwohl neben Aminosauren und niederen Peptiden 
auch noch geringe Mengen von Purinen in Lésung gegangen sind — der 
Hauptanteil ist im Anfangswert des léslichen Stickstoffs enthalten — 
liefert die Zunahme des léslichen Stickstoffs bei der Verdauung durch 
Trypsin, doch ein annahernd brauchbares MaB fiir das verwertbare 
KiweiB. 

In orientierenden Versuchen haben wir die biologische Wertigkeit 
der Praparate aus Torula utilis nach der Bilanz-Methode an Ratten be- 
stimmt. Der Anteil der Hefe betrug 10°/, der Gesamtnahrung. Die Er- 
gebnisse schwankten zwischen 63 und 66. Im Selbstversuch fand H. 
Henkel? 61,3. 

Weiter haben wir versucht, die Wertigkeit durch Zulage von Amino- 
séuren zu verbessern. Da von verschiedenen Autoren ** auf den niederen 
Gehalt an Cystin in der Hefe hingewiesen worden ist und unsere Ana- 
lysen diesen Befund bestatigten, haben wir der Trockenhefe Cystin bis 
zu einem Gesamtgehalt von 5° zugelegt. Im Rattenversuch stieg da- 
durch die Wertigkeit auf 70-77 an. Im Selbstversuch fand H. Hen- 
kel 70. In einer anderen Versuchsreihe wurde Leucin zugelegt, und 
zwar bis zu einem Gesamtgehalt von 15,7% (dem mittleren Gehalt 
des SerumeiweiBes). Im Rattenversuch erniedrigte sich dadurch die 
Wertigkeit auf 56. Durch diese hohe Zulage von Leucin ist gleichsam 
das Hefeeiwei8 verdiinnt worden. 

3 Diss. Frankfurt a. M. 1948. 

4H. Fink u. A. Hock, diese Z. 278, 136 [1943]; 279, 187 [1943]. 

> K. Dirr u. O. v. Soden, Biochem. Z. 309, 329 [1941]. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, 283 9 





130 K. Felix und I, Pend] Bd. 283 (1948) 


Beschreibung der Versuche 


Jede Aminosiure wurde in mehreren, mindestens 2 Hydrolysaten von 
Torula utilis und Torula candida arborea bestimmt. Soweit unser Material aus- 
reichte, wurden die Methoden erst an bekannten Aminosiuregemischen nach- 
gepriift. Fir alle kolorimetrischen Bestimmungen wurden Kichkurven auf- 
gestellt. In den Tabellen bedeutet d = Schichtdicke, ‘D = Durchlassigkeit, 
k == die zugehérigen Extinktionskoeffizienten. 

Tryptophan ®’ 

Je 50 mg Hefe wurden in 2 ccm 0,2-n.NaOH | Stde. auf dem Wasserbad 
hydrolysiert. Da die Versuchslésungen relativ stark gefirbt waren, wurden sie 
nicht mit Wasser, sondern mit einem gleich behandelten Hydrolysat verglichen, 
dem kein Natriumnitrit zugesetzt worden war. Wir haben diese Analysen sehr 
hiufig wiederholt und zuerst ein Casein-Hammarsten aus dem Vorrat des In- 
stituts als Standard benutzt und damit einen Gehalt von 0,8% Tryptophan fiir 
beide Hefen gefunden. Mit spiter gelieferten Casein-Priparaten schwankten die 
Werte sehr stark, so daB wir eine Kichkurve mit reinem Tryptophan aufstellen 
muBten. Mit ihr lieBen sich die Resultate gut reproduzieren. Filter 8 57. 


Eichkurve ; 

d D K mg d D k mg 
1mm 85 0,071 1 5 mm 47,3 0,325 1 
i mm 74,2 0,130 2 5 mm 21,8 0,662 2 
1mm 63 0,201 3 
1mm 53,3 0,270 4 
1mm 45,5 0,342 5 
Analysen 

Torula candida arborea 

d D Ks mm mg %-Gehalt 
10 mm 59 0,114 0,35 0,7 
10 mm 52 0,142 0,45 0,9 

Torula utilis 

d D Ison mg %-Gehalt 
10 mm 58,8 0,114 0,35 0,7 
10 mm 53,5 0,272 0,4 0,8 


Tyrosin, Phenylalanin, Cystin, Arginin Histidin und Lysin kénnen in einem 
Hydrolysat bestimmt werden. Wir haben dazu jeweils 20 g Hefe mit 100 ccm 
5-n.H,SO, hydrolysiert und mit Wasser auf 500 ccm aufgefillt (Gesamt- 
hydrolysat). 

Tyrosin #910 

Zur kolorimetrischen Bestimmung des Tyrosins wurde 1 ccm des Gesamt- 
hydrolysats verwendet und mit einem gleich behandelten Hydrolysat ohne Zu- 
satz von NaNO, verglichen. Filter S 50. 


Eichkurve 
d D k mg 
5 mm 45,5 0,342 1 
5 mm 20,2 0,695 2 
5mm 10,7 0,971 3 


6 K. Voisenet, Bull. soc. chim. France 33, 1198 [1905]. 

7 0. Firth u. Z. Dische, Biochem. Z. 146, 275 [1924). 

® O. Folin u. V. Ciocalteu, J. biol. Chemistry 73, 627 [1927]. 
® QO. Folin u. A. D. Marenzi. J. biol. Chemistry 83, 89 [1929]. 
10 P, Balint, Biochem. Z. 299, 135 [1938}. 
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Analysen 
Torula utilis 
d D k mg %-Gehalt 
5 mm 74,2 0,130 0,4 1,0 
5mm 65,0 0,187 0,6 1,5 
Torula candida arborea 
d D k mg %-Gehalt 
10 mm 39,7 0,400 0,6 1,5 
10 mm 32,0 0,495 0,75 1,87 
Phenylalanin"™ 


Wir haben das Phenylalanin im Gesamthydrolysat nach der Fallung mit 
Phosphorwolframsiure sowie in besonderen Hydrolysaten von kleinen Mengen 
Hefe bestimmt. Im ersten Fall wurden 20 cem Gesamthydrolysat verwendet 
und im zweiten Fall wurden 1,5 g Hefe mit 30 ccm 5-n.H,SO, hydrolysiert 
und auf 100 ccm aufgefiillt. Aus beiden Hydrolysaten wurden die Hexonbasen 
mit Phosphorwolframsiure nach der Vorschrift von Kapeller-Adler aus- 
gefallt. Beide Hydrolysate wurden auf 200 ccm aufgefiillt und je 20 ccm tropfen- 
weise mit n/10-K MnO, versetzt, bis dieses nicht mehr entfairbt wurde und dann 
auf dem Wasserbade bis zur 6ligen Konsistenz eingedampft. Wir setzten so lange 
Kaliumpermanganat zu, bis eine leichte Rosafiirbung bis zum SchluB des Ein- 
dampfens erhalten blieb. Im ersten Falle verbrauchten wir ca. 11 ccm, im zweiten 
18 ccm n/10-KMnO,. Von der Sorgfalt dieser Oxydation des Tyrosins mit 
KMnO, hangt der Ausfall der Analyse ab. Bei dieser Bestimmung kann man 
gegen ein ebenso behandeltes Vergleichshydrolysat nicht ablesen, da durch 
die Nitrierung vor Zusatz des Hydroxylamins Produkte entstehen, die sich mit 
Ammoniak braun firben. Statt dessen wird gegen konz. Ammoniak abgelesen. 
Filter S 53. 


Eichkurve 
d D k mg 
10 mm 63,0 0,201 1,0 
10 mm 46,8 0,330 1,5 
10 mm 36,7 0,436 2,0 
10 mm 29,0 0,538 2,5 
10 mm 22,6 0,646 3,0 
Analysen 
Torula utilis 
d D k mg %-Gehalt 
10 mm 51,5 0,288 1,35 1,68 Gesamthydrolysat 
Torula utilis 
d D k mg %-Gehalt 
10 mm 25,7 0,590 2,75 1,84 
10 mm 23:2 0,635 2,95 1,97 Hydrolysate: 1,5 g Hefe 
10 mm 27,4 0,562 2,60 1,73 
10 mm 36,4 0,439 2,00 1,34 
Torula candida arborea 
d D k mg %-Gehalt 
10 mm 21,65 0,66 3,1 2,06 
5mm 34,3 0,462 4,4 2,93 Hydrolysate: 1,5 g Hefe 
10 mm 19,2 0,717 3,35 2,24 
10 mm 15,0 0,824 3,84 2,56 


“u -R, Kapeller-Adler, Biochem. Z. 252, 185 [1932]. 


9* 
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Cyst in 12,13,10,5 


Zur Bestimmung des Cystins haben wir die Verfahren von Folin und 
Marenzi, Lugg, Balint und Dirr kombiniert und etwas modifiziert. 

20 ccm des Gesamthydrolysats wurden mit 5g Kaolin geschiittelt, filtriert 
und mit soviel Wasser gewaschen, da8 ein Gesamtvolumen von 200 cem erreicht 
wurde. Auf eine vollstindige Entfirbung muBte bei den Hefehydrolysaten ver- 
zichtet werden, da dabei Cystin verloren ging. 

10 cem Citratpuffer!*, py 5,7, 2 com Harnsiiurereagens’*, 10 cem Natrium- 
acetatlésung (544 g NaC,H,0,+3H,0//) und z. B. 25 cem Versuchslésung 
wurden in dieser Reihenfolge gemischt und in dieser Mischung das py elektro- 
metrisch bestimmt. Falls nicht genau py 5,7 erreicht wurde, muBte der Ver- 
such neu angesetzt und etwas mehr oder weniger Natriumacetat zugesetzt 
werden. Die Mischung, deren py genau 5,7 betrug, wurde 2-mal in 100 ccm 
MeBkolben hergestellt, aber im einen Fall vor Zugabe der Versuchslésung 2 cem 
(0,1-m. Mercurichlorid zugesetzt. Zu beiden Lésungen wurde dann sofort 1 cem 
Sulfitpuffer!? gegeben, gemischt, 7 Min. stehen gelassen, mit Wasser zur Marke 
aufgefiillt und sofort photometriert. Filter S 72. 

In spiteren Versuchen sind wir von dieser Methode etwas abgewichen, 
insofern, als wir von konzentrierteren Hydrolysaten ausgegangen sind, 5 g Hefe 
mit 30 cem 5-n.H,SO, 16 Stdn. hydrolysiert, 5 Min. mit 5 g Kaolin ausgeschit- 
telt, filtriert und auf 100 ccm aufgefillt haben. Dann hatte man in 5 ccm des 
Filtrates bereits die optimale Menge Cystin (0,3—0,7 mg) und verbrauchte 
weniger Natriumacetat. 

Bei unseren Versuchen konnten wir die Beobachtung von Schéberl™, 
daB Zimmertemperaturen zwischen 18 und 25° die Bestimmung beeinflussen, 
nicht bestitigen. ° 


Eichkurve 


d D k Ksoam mg 
30 mm 85 0,071 0,024 0,1 
20 mm 67 0,174 0,087 0,3 
20 mm 47 0,328 0,164 0,5 
20 mm 33,5 0,475 0,237 0,7 


Cystin- Bestimmung in einem Aminosiurengemisch, enthaltend: 


100 mg Cystin, 100 mg Tyrosin, 100 mg Serin, 100 mg Threonin, 300 mg 
Glutaminsaure, gelést in 200 ccm n-H,SO,, davon 10 cem auf 100 ccm ver- 
diinnt. Davon 7, 8 und 9 cem zur Bestimmung verwendet. 


Analysen 


d D k Ne sacs mg gef. mg  %%-Gehalt 
20 mm 60,0 0,222 0,111 0,35 0,35 100 
20 mm 55,5 0,256 0,128 0,40 0,40 100 
20 mm 52,5 . 0,289 0,140 0,45 0,44 97 


Torula candida arborea 


Zur Best. 
ccm d D k Kee cain mg %-Gehalt 
25 20 mm 59,5 0,226 0,113 0,36 0,36 
15 20 mm 75 0,125 0,062 0,22 0,366 


12 Folin u. O. A. D. Marenzi, J. biol. Chemistry 88, 103, 107 [1929]. 
13 J. W. H. Lugg, Biochem. J. 26, 2144, 2160 [1932]. 
14 A, Schéberl u. P. Rambacher, Biochem. Z. 295, 377 [1938]. 
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Torula utilis 


Zur Best. 
cem d D k Keveiiaw mg %-Gehalt 
25 20 mm 71 0,149 0,0745 0,26 0,26 
15 20 mm 82 0,086 0,043 0,18 0,299 
25 20 mm 72 0,143 0,0715 0,25 9,25 
15 20 mm 88 0,056 0,028 0,14 0,23 
25 20 mm 75 0,125 0,062 0,23 0,23 
15 20 mm 86 0,066 0,033 0,15 0,249 


Unsere Resultate sind in der gleichen GréBenordnung wie die von Dirr 
. und Soden® gefundenen Werte. 


Zur Bestimmung der 
' Hexonbasen 
wurden 50 g Hefe mit 500 ccm 20-proz. HCl hydrolysiert, die Hexonbasen mit 
Phosphorwolframsiure gefallt, der Niederschlag in der iiblichen Weise mit 
Baryt zerlegt, auf 500 ccm aufgefiillt und 490 ccm durch AgNO, fraktioniert. 
In den entsprechenden Fraktionen wurden Arginin und Histidin koforimetrisch, 
Lysin als Pikrat bestimmt. Nach den einzelnen Operationen wurde die Ver- 
suchslésung jeweils auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt und in aliquoten 
Teilen der Stickstoff bestimmt. 
Arginin 
wurde nach der Methode von Sakaguchi?!» !* einerseits und mit den Ver- 
besserungen von Thomas, Ingalls und Luck? andererseits bestimmt. Beide 


Methoden gaben iibereinstimmende Resultate. Die Eichkurven sind etwas ver- 
schieden. Filter S 50. 

Methode Sakaguchi-Weber™ 

Von 500ccm der Arginin-Histidin-Fraktion gleich 49 g Hefe wurden 
10 ccm auf 100 ccm aufgefiillt, davon 0,5 und 0,4 cem zur Bestimmung ver- 
wendet. 


Eichkurve 


d D k mg 
5 mm 75 0,125 0,01 
5mm 63 0,201 ' 0,02 
5 mm 54 0,268 0,03 
5 mm 43 0,367 0,04 
5 mm 37,6 0,425 0,05 


Analysen 
Torula utilis 


ecm d D k mg %-Gehalt 
0,4 5mm 49 0,310 0,0345 0,88 
0,5 5mm 37,6 0,425 0,05 1,02 


Torula candida arborea 


ecm d D k mg °6-Gehalt 
0,4 5 mm 32,4 0,490 0,056 1,43 
0,5 5mm 25,4 0,595 0,0675 1,38 


15 §. Sakaguchi u. C. J. Weber, J. biol. Chemistry 86, 217 [1930]. 

16 B. E. Jorpes u. 8S. Thoren, Biochem. J. 26, 1504 [1932]. 

7 LL. E. Thomas, J. K. Ingalls u. J. M. Luck, J. biol. Chemistry 129, 
263 [1939]. 
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Methode Thomas, Ingalls und Luck” 

In diesem Fall haben wir aus 2 Gesamthydrolysaten die Arginin-Fraktion 
dargestellt und beim ersten auf 1000 ccm, gleich 15,52 g Hefe, im zweiten auf 
250 ccm, gleich 15,68 g Hefe aufgefiillt. Vom ersten wurden 0,2 ccm, vom zweiten 
wurden zunichst 10 ccm auf 100 verdiinnt tnd davon 0.5 ccm zur Bestimmung 
verwendet. 


Eichkurve 
d D k mg 
5 mm 55,0 0,260 0,02 
5 mm 37,6 0,425 0,04 
5 mm 31,0 0,510 0,05 
5 mm 26,0 0,585 0,06 


Analysen 
Torula utilis 


d D k mg %-Gehalt 
5 mnt 36,5 0,435 0.0415 1,33° Hydrolyse 1 
5 mm 37,5 0,426 0,04 1,28 Hydrolyse 2 


Histidin’™ 

Die Schwierigkeit der Bestimmung besteht darin, daB ganz genau die 
richtige Brommenge hinzugefiigt werden muB, um die optimale Farbe zu ent- 
wickeln. Zu viel und zu wenig Brom geben zu niedrige Werte. Conrad und 
Berg’® haben diese Schwierigkeit zum ‘Teil dadurch beseitigt, daB sie viel Brom 
zugefiigt und den Uberschu8 mit As,O, entfernt haben. Nach unseren Erfahrun- 
gen mu man trotzdem darauf achten, daB man nicht zu viel Brom zugibt, und 
jedesmal den optimalen Wert ausprobieren. Wir haben dazu eine Reihe mit 
steigenden Brommengen angesetzt. Filter 8 50. 


Eichkurve 


d D k mg 
10 mm 91,0 0,041 0,2 
10 mm 72,4 0,140 0,4 
10 mm 58,1 0,237 0,6 
10 mm 46,8 0,333 0,8 
10 mm 32,2 0,492 1,0 
10 mm 24,2 0,616 1,2 
Analysen 
Von der Arginin-Histidin-Fraktion, 500 ceom, 49 g Hefe entsprechend, 
wurden 2 cem zur Bestimmung verwendet. 


Torula utilis 


d D k mg %-Gehalt 
10. mm 40,0 0,398 0,825 0,42 
10 mm 38,4 0,416 0,865 0,438 

Torula candida arborea 

d D k mg %-Gehalt 
10 mm 41,5 0,382 0,812 0,407 
10 mm 38,8 0,411 0,85 0,433 


1#® R. Kapeller-Adler, Biochem. Z. 264, 131 [1933]; 271, 206 [1934]. 
29 R. M. Conrad u. C. P. Berg, J. biol. Chemistry 117, 351 [1937]. 
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Von der Arginin-Histidin-Fraktion des Gesamthydrolysats, 250 ccm 15,68 g 
Hefe entsprechend, wurden 2 ccm zur Bestimmung verwendet. 


Torula utilis 


d D k mg %-Gehalt 
10 mm 67,0 0,174 0,47 0,374 
10 mm 69,7 0,158 0,415 0,330 

Lysin 


Die Lysinfraktion (Filtrat des Silber-Baryt-Niederschlags) wurde auf 
500 ccm aufgefillt, in aliquoten Teilen der N bestimmt und wieder mit Phos- 
phorwolframsiure gefillt. Der Niederschlag wurde mit Baryt zerlegt, die Lésung 
der freien Base zum Syrup eingedampft und mit alkoholischer Pikrinsaiure in 
das Pikrat iibergefiihrt. Fir Torula utilis wurden 410 ccm, entspr. 40,18 g Hefe, 
fir Torula candida arborea 490 ccm, entspr. 48,12 g Hefe zur Bestimmung ver- 
wendet. 

Torula utilis 
Lysinpikratauswage entspr. g Lysin %-Gehalt 
1,2194 0,4754 1,19 


Torula candida arborea 
1,876 0,7136 1,52 


Die Dicarbonsauren 
Glutaminsiure und Asparaginséure 
bestimmten wir nach Jones und Moeller®®°, Kuhn und Desnuelle*. Zur 
Nachpriifung der Methode haben wir die Glutaminsiure zuerst im Casein be- 
stimmt und fanden in Ubereinstimmung mit Kuhn und Desnuelle 14,7% 
Glutaminsiure. 

50 g Hefe wurden mit HCl hydrolysiert, die Hexonbasen entfernt und die 
beiden Aminodicarbonsauren als Bariumsalze mit Alkohol gefallt, nach der Ent- 
fernung des Bariums wurde die Glutaminsiure als Chlorhydrat und schlieBlich 
die Asparaginsiure als Kupfersalz isoliert. Im Verlauf der Aufarbeitung wurde 
die Lésung auf 200 ccm aufgefillt, davon 150 ccm zur Glutaminsiurefallung 
verwendet. Nach der Glutaminsiurefaillung wurde nochmals auf 200 ccm anuf- 
gefiillt und 150 ccm davon zur Asparaginsiure-Bestimmung benutzt. 


; Torula utilis 
Auswage des Glutaminsiure- Glutaminsiuregehalt %-Gehalt 
Chlorhydrats in g in g 
1,968 1,5744 4,2 
Torula candida arborea 
2,4972 1,9977 5,32 
Torula utilis 


Auswage des Cu-Aspartats Asparaginsiuregehalt %-Gehalt 


in g in g 

0,4892 0,3292 1,17 

0,529 0,356 1,26 
Torula candida arborea 

0,4812 0,323 1,14 

0,5342 0,359 1,27 








2 D. B. Jones u. O. Moeller, J. biol. Chemistry 79, 429 [1928]. 
21 R. Kuhn u. P. Desnuelle, Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 1909 [1937]. 
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Alanin 2?23 


10 g Hefe wurden mit 200 cem HCl 24 Stdn. hydrolysiert. Es wurde auf 
300 ccm aufgefillt, 290 cem davon weiterverarbeitet. Nach Entfernung der 
Dicarbonsiuren und der Hexonbasen wurde auf 1000 ccm aufgefiillt. In 10 ccm 
_ davon wurden die restlichen Aminosiuren desaminiert. Es wurde auf 250 ccm 

aufgefiillt und in 20 ccm davon, entspr. 7,734 mg Hefe die vereinigten Oxy- 
siuren nach Lehnartz mit KMnO, oxydiert und die daraus entstehenden 
Aldehyde in eine eisgekiihlte Vorlage mit frisch bereiteter NaHSO,-Lésung 
iibergetrieben. Der Uberschu8 von NaHSO, in der Vorlage wurde durch Jod 
zerstért, die Aldehyd-Bisulfitverbindung durch Borax zerlegt und die freige- 
wordene Schweflige Saiure durch Titration mit n/200-Jodlésung entfernt. Der 
Endpunkt der Titration war erreicht, wenn nach neuerlichem Zusatz die schwache 
Blaufairbung 2—3 Min. erhalten blieb. Bei all diesen Operationen muBte sorg- 
faltig mit Eis gekiihlt werden. Der Acetaldehyd wurde dann durch 34-stdg. Er- 
wirmen auf 40° in eine eisgekiihlte Bisulfitlosung iibergetrieben und durch 
Titration des verbrauchten NaHSO, mit /200-Jod, so wie vorhin fir die ver- 
einten Aldehyde angegeben, bestimmt. 

Auf gleiche Art wurde das Alanin in einem Aminosaéurengemisch bestimmt 
und durchschnittlich 94% des eingewogenen Alanins wiedergefunden. 

Bei Vorhandensein von Sérin, wird dieses als Alanin mitbestimmt. 
Fromageot und Heitz* zeigten, daB Serin, bei Zusatz von Quecksilberacetat 
waihrend der Oxydation keinen Acetaldehyd liefert, wihrend die Bildung von 
Acetaldehyd aus Alanin durch Quecksilber nicht beeinfluBt wird. Da bei der 
Destillation mit Quecksilberzusatz die Aldehydwerte nicht wesentlich erniedrigt 
werden, scheint die Hefe wenig Serin zu enthalten. 

Aminosiurengemisch: 400 mg Alanin, 400 mg Glutaminsiure, 
200 mg Asparaginsiure, 100 mg Cystin, 200 mg Valin, 200 mg Leucin. 

Das Gemisch wurde wie die Hefe verarbeitet und schlieBlich 20 cem zur 
Bestimmung verwendet. 


Verbrauch = mg = mg % des Be- 
n/200-Jod Milchsaiure Alanin eingewog. merkungen 
ecm Alanins 
20 cem A.S.-Gemisch 1,4 0,315 0,3112 97,3 ohne Hg a 
(wie oben beschrieben) 
20 cem A.S.-Gemisch 1,3 0,2925 0,289 90,3 ohne Hg 
20 cem A.S.-Gemisch 138 0,2925 0,289 90,3 mit Hg 
20 cem A.S.-Gemisch 1,4 0,315 0.3112 97,3 mit Hg 
Torula utilis 
20 cem 2,3 0,5175 0,51175 6,61 ohne Hg 
20 ccm 2,15 0,483 0,478 6,18 mit Hg 
20 ecm 2,00 0,450 0,445 5,75 ohne Hg 
20 cem 1,87 0,4207 0,416 5,38 mit Hg 
Torula candida arborea 

20 com 23 0,5175 0,51175 6,61 ohne Hg. ul 
20 ecem 22 0,495 0,4895 6,33 mit Hg ve 
20 com 2,88 0,648 0,6408 8,38 ohne Hy 
20 cem 2,45 0,551 0,5451 7,05 mit Hg 


22 Q. Firth, R. Scholl u. H. Herrmann, Biochem. Z. 251, 404 [1932]. 


'C. Fromageot u. P. Heitz, Mikrochim. Acta 3, 52 [1938]. 
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Methionin 


Die Methionin-Bestimmung von Baern stein *** erfaBt das Methionin 
auf zweierlei Weise. Einerseits wird die SCH,-Gruppe durch Kochen mit HJ 
abgespalten und bestimmt. Andererseits wird das Homocystein-thiolacton, das 
sich bei der Hydrolyse bildet, bei alkalischer Reaktion gespalten und das Homo- 
cystein durch Behandlung mit Natriumtetrathionat oxydiert. Die dabei gebil- 
dete Menge Natriumthiosulfat kann mit Kaliumbijodat titriert werden. In der 
Hefe konnte Methionin nur als Homocystein bestimmt werden, da anscheinend 
eine Menge OCH,-Gruppen vorhanden sind, die die erste Bestimmungsart stéren. 


Torula utilis 


Kinwage in g_  Verbrauch an 7/50-Bijodat in com = mg °%-Gehalt 
Hauptversuch Leerversuch Methionin 
0,4185 1,004 0,0681 2,79 0,667 
0,3862 0,82 0,07 2,235 0,58 
0,4691 0,95 0,05 2,682 0,572 
0,3735 0,700 0,068 1,883 0,504 
0,3185 0,62 0,06 1,668 0,523 
Torula candida arborea 
0,4582 0,92 0,0681 2,538 0,554 
0,2433 0,576 0,048 1,514 0,6509 
Threonin®?? 


Bei der Bestimmung nach Block und Bolling wird das Threonin mit 
Bleitetraacetat in Acetaldehyd ibergefiihrt und dieser durch Kondensation 
mit p-Oxydipheny] kolorimetrisch bestimmt. Mit Filter S 57 photometriert. 


Eichkurve 
d D Ky mm mg 
10 mm 49 0,310 0,125 
5 mm 51,3 0,576 0,225 
5 mm 48,6 0,628 0,25 


100 mg Hefe wurden mit 20 ccm 8-n.H,SO, hydrolysiert und auf 50 ccm 
aufgefiillt. Davon wurden 2 oder 4 ccm zur Bestimmung verwendet. 


Analysen 
Torula utilis 
d D Kioeum mg °6-Gehalt 
4 com 5mm 60,6 0,444 0,175 2,19 
4 cem 10 mm 46,7 0,333 1,32 1,65 
2 cem 10 mm 63,7 0,194 0,0772 1,93 
‘Torula candida arborea 
4 com 5 mm 37,8 0,846 0,336 4,20 
4 com 2,5 mm 60,3 0,880 0,350 4,37 


Valin und Leucin*®*9 
Bei dieser Methode werden die beiden Aminosiuren unter normalem und 
unter erhéhtem Druck zu Aceton oxydiert. Da sie unter diesen Bedingungen 
verschiedene aber stets gleichbleibende Mengen Aceton liefern, kann man nach 


5 H. D. Baernstein, J. biol. Chemistry 115, 25 [1936]. 

6 B. Kassel u. E. Brand, J. biol. Chemistry 125, 145 [1938]. 

R. Block u. D. Bolling, J. biol. Chemistry 130, 365 [1939]. 
C. Fromageot u. P. Heitz, Enzymologia 6, 258 [1939]. 

°° ©. Fromageot u. M. Mourgue, Enzymologia 7, 329 [1940]. 
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einer einfachen mathematischen Gleichung den Gehalt an Valin und Leucin be- 
rechnen. Die Bestimmung ist sehr langwierig und verlangt aiuBerste Prazision 
um einigermaBen sichere Werte zu geben. Die Ausbeuten an Aceton aus den 
beiden Aminoséuren miissen in jedem Laboratorium neu ermittelt werden. 

Die Bestimmung konnte aus éuBeren Griinden nur einmal bei Torula utilis 
durchgefiihrt werden und ergab 1,4% Leucin und 3,5% Valin. 


Prolin und Oxyprolin 


wurden zunichst aus dem Nichtaminostickstoff der Monoaminosaurenfraktion 
nach Entfernung der Aminodicarbonsiuren ermittelt. Die Bestimmung ergab 
einen Durchschnittswert von 4,16% fiir Prolin und Oxyprolin zusammen. Die 
Fillungsmethode von Bergmann und Niemann™ lieferte uns keine befrie- 
digenden Resultate, so da8 wir zur Bestimmung des Prolins auf die Alkohol- 
methode von Kossel* zuriickgriffen. Das Prolin ist der alkohollésliche Imino- 
stickstoff, Oxyprolin die Differenz zwischen alkoholléslichem und Gesamtimino- 
stickstoff. Die Bestimmung konnte aus kriegsbedingten Griinden nur einmal 
durchgefiihrt werden. Die ersten Resultate waren fiir Torula utilis 1,59% Prolin 
und 2,57% Oxyprolin, fiir Torula candida arborea 1,9% Prolin und 2,26% 
Oxyprolin. ‘ 
Purine 

Den Purinstickstoffgehalt der Hefe haben wir auf zwei Arten bestimmt: 

1. Nach Gerhardt Schmidt** und Edlbacher*. Wir haben uns dabei 
venau an die Vorschrift von Edlbacher gehalten, nur einige Kleinigkeiten 
verindert, z. B. die Menge der Saure fiir die Hydrolyse, da es sich nicht um die 
Purinbestimmung in Organen, sondern in Hefe handelt. Beide Autoren betonen, 
da8 man eher zu hohe als zu niedrige Werte erhilt und mit einem Fehler von 
10% rechnen mu8. Die zum Teil erheblichen Unterschiede hangen wohl mit der 
Uneinheitlichkeit der Hefepraparate zusammen. 

0,4 g Hefe auf 100 ccm aufgefiillt. 50 cem zur Bestimmung. 


Torula utilis 


Zur Bestimmung mg N °%-Gehalt 
8 
0,2 1,204 0,602 
0,2 1,943 0,9715 
0,2 2,0026 1,0013 

Torula candida arborea 

0,2 1,54 0,77 
0,2 1,456 0,72 
0,2 2,044 1,022 


2. Nach Thannhauser und Czoniczer® und Poczka?. Auch hier 


ae 


werden die Purine schlieBlich als Kupfersalze gefillt. Die Methode ist wesentlich 
einfacher, nur weniger genau. 
Torula utilis 


Zur Bestimmung mg N %-Gehalt 
g 
1,0 9,618 0,961 
1,0 11,289 1,13 
1,0 11,878 1,19 


30 M. Bergmann, J. biol. Chemistry 110, 471 [1935]. 

31 A, Kossel u. H. D. Dakin, diese Z. 41, 407 [1904]. 

32 G, Schmidt, diese Z. 208, 225 [1932]: 219, 191 [1933]. 

33 §, J. Thannhauser u. G. Czoniczer, diese Z. 110, 307 [1920]. 
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Zum. Schlu8 danken wir den Phrix-Werken und dem Zellstoffwerk 
der Agfa in Wolfen, daB sie uns liebenswiirdigerweise die Hefepriparate zur 
Verfiigung gestellt haben. 


Zusammenfassung 


In Trockenpraparaten von Torula utilis und Torula candida arborea 
wurde eine Reihe der wichtigsten Aminosiuren bestimmt. 


Die chromatographische Abtrennung der Hexonbasen 
durch Wofatit C 


Von 
H. M. Rauen und K. Felix 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Februar 1948) 


Angeregt durch die Arbeiten von Th. Wieland?! (die Mitteilung von 
A. Tiselius, B. Drake und L. Hagdah]? lernten wir erst nachtraglich 
kennen) haben wir Versuche zur Chromatographie der Aminoséuren und 
Proteine aufgenommen, beschranken uns aber in dieser Mitteilung auf 
die Bestimmung der Hexonbasen und die Analyse des Clupeins. 

Das Kunstharz wurde bis zu einer Korngr6éBe von 0,07 bis 0,12 mm 
Durechmesser gemahlen, dann mit 2-n. Kalilauge, 2-n. Salzsiure und 
anschlieBend in den ersten Versuchen mit Wasser bis zur neutralen 
Reaktion gewaschen. Nach dieser Vorbehandlung wurde aber in der 
Regel ein Teil der Aminosauren so fest adsorbiert, daB er sich nicht 
mehr vollstandig eluieren lieB. Die Ergebnisse sind bedeutend besser 
und lassen sich mit mehr Sicherheit reproduzieren, wenn auf der Wofatit- 
sdule nicht neutrale Reaktion, sondern ein p, von 3 bis 4 herrscht. 
Deswegen wurde der Wofatit in den spaiteren Versuchen nicht mit Was- 
ser, sondern mit /1000-Salzsaure nachgewaschen. 

Frischer Wofatit gibt etwas Stickstoff ab, wenn die Basen mit 
n-Salzsaure eluiert werden. Diese Verunreinigung scheint nur dann ent- 
fernt zu werden, wenn man das Harz monatelang mit Lauge und Saure 
wascht, wie es Tiselius und seine Mitarbeiter getan haben. Uns fehlten 
die entsprechenden Mengen Laugen und Sauren. Wir haben aber beob- 
achtet, daB Wofatit durch wiederholte Beniitzung diesen Fehler verliert 
(alter Wofatit). 

Gebrauchter Wofatit wird wie bei der Vorbehandlung durch Wa- 
schen mit 2-n. Kalilauge, 2-n. Salzsiure und Nachwaschen mit »/1000- 
Salzséure regeneriert. 


“1 Ber, dtsch. chem. Ges. 77, 539 [1944]. 
2 Experientia 3, 21 [1947]. 
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Histidin, Arginin und Lysin werden aus reinen neutralen Lé- 
sungen quantitativ adsorbiert und ebenso quantitativ durch n-Salzsaure 
wieder eluiert. An das Waschwasser gibt das Adsorbat keine Basen ab. 
Ammoniak verhalt sich wie die Hexonbasen. 

Wird eine Saule aus 2 g altem Wofatit C von konzentrierten Lé- 
sungen der genannten Basen durchflossen, so ergeben sich folgende Zah- 
len fiir die maximale Aufnahme: 














mg N | willimol N 
pro 2¢ Wofatit C 
Ammoniak-HCl 12,5 0,894 
Histidin-HCl 19,3 0,46 
Lysin-HCl 14,0 0,50 
Arginin-HCl 16,5 0,295 














Ammoniak, Histidin und Lysin reagieren annahernd im Verhaltnis 
ihrer Aquivalentgewichte, wihrend Arginin sich wie eine dreiwertige 
Base verhalt. Fiir unsere KorngréBe hat der Wofatit ein Aquivalent- 
gewicht von 2000 bis 2500. Th. Wieland kam bei kleinerer KorngréBe 
zu héherer Beladbarkeit. 

Arginyl-arginin wird aus neutraler wassriger Lésung ebenfalls 
quantitativ an Wofatit adsorbiert und durch m-Salzsaiure wieder voll- 
standig eluiert. Es kann also auf diese Weise nicht von Arginin getrennt 
werden. 

Bevor wir das Verfahren auf Hydrolysate iibertrugen, haben wir 
es an einer kiinstlichen Mischung aus Arginin, Histidin, Glutaminsaure 
Asparaginsaure, Cystein und Leucin ausprobiert. Aus der neutralisierten 
Lésung wurden die beiden Hexonbasen vollstandig von einer Séule aus 
altem Wofatit herausgenommen, wahrend die Aminodicarbonsauren und 
die Monoaminosaéuren ebenso quantitativ im Durchlauf erschienen. n- 
Salzsaure eluierte die beiden Hexonbasen quantitativ aus dem Adsorbat. 
Somit muBte es méglich sein, in einem Proteinhydrolysat die drei 
Hexonbasen von den tibrigen Aminosduren zu trennen. Wir priften 
Hydrolysate von Gelatine und Clupein. 

Nach A. A. Albanese® enthalt Gelatine 5,8°% Arginin, 0,68%, 
Histidin und 5,9% Lysin, das sind (1.865 + 0,18 + 1,13) 3,175 g He- 
xonbasen-Stickstoff in 100 g Gelatine bei einem Gesamtstickstoffgehalt 
von 15,16 und 16,1% (zwei verschiedene Produkte). Wir verfiigten nur 
iiber ein technisches Praparat, aus dessen Hydrolysat Phosphorwolfram- 
sdure 25,5°/, des Gesamtstickstoffs fallte bzw. 3,31 g N auf 100 g Gela- 
tine, eine befriedigende Ubereinstimmung mit Riicksicht darauf, daB 
Phosphorwolframsaéure noch kleine Anteile anderer Aminosaéuren fallt. 
4 gleiche Anteile mit je 1,296 g N lieBen wir durch 4 Saulen von frischem 
womans laufen. 1,005 g N erschienen im Mitte] im Durchlauf und 


3 J. biol. Chemistry 134, 467 [1940]. 
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Waschwasser; 0,3165g¢ N (= 24,4°% vom Gesamtstickstoff) wurden 
durch n-Salzsiure wieder eluiert. Durchlauf und Eluat enthielten zu- 
sammen mehr Stickstoff (1,3215 g N) als die Vorlage, d. h. die Saéulen 
haben Stickstoff abgegeben. In solchen Fallen muB man den Hexon- 
basenstickstoff aus der Differenz zwischen Vorlege und Durchlauf er- 
mitteln, das sind 0,2907 g bzw. 22,4°%% vom Gesamtstickstoff, also etwas 
weniger als mit Phosphorwolframsaure gefallt wird und etwas mehr 
als Albanese gefunden hat. 

Zwei andere Hydrolysate der gleichen Gelatine haben wir mit einem 
Wofatit behandelt, der sehr weit mit Wasser ausgewaschen war. Hier 
erreichte die Summe aus dem Stickstoff in Durchlauf, Waschwasser und 
Eluat nicht den Ausgangswert. Die Saule hatte Stickstoff zuriickge-_ 
halten, der auch durch weitere Behandlung mit 7/10-Kalilauge, Kalium- 
chlorid, 4-n. und 1-n. Salzséure nicht vollstandig herausgelést werden 
konnte. Die Differenz zwischen Vorlage und Durchlauf gab zu hohe 
Werte fiir den Hexonbasenstickstoff (25,2 bzw. 27,4°%% vom Gesamt- 
stickstoff). Der hartnackig zuriickgehaltene Stickstoff besteht nicht nur 
aus den Hexonbasen, sondern noch aus anderen Aminosauren. Das be- 
statigt sich in einem Versuch, in welchem die gleichen Saéulen, nachdem 
sie wieder griindlich mit Wasser ausgewaschen waren, mit der Nicht- 
Hexonbasenfraktion einer anderen Fraktionierung beschickt wurden und 
ebenfalls etwas Stickstoff nicht eluierbar zuriickhielten. 

Beim Clupein sind die Verhaltnisse besonders einfach und iibersicht- 
lich, weil nur eine Hexonbase, das Arginin, vorliegt und die Zahl der 
Monoaminosauren gering ist. Wir haben zwei Praiparate von Clupein C, 
ein nicht weiter gereinigtes und ein reines, jenes zweimal und dieses 
einmal analysiert. Die drei Versuche ergaben tibereinstimmend, daB, kon- 
trolliert mit der Flaviansaurefillung und der Sakaguchi-Reaktion, 
Arginin vollstandig und ausschlieBlich an die Wofatit-Saule adsorbiert 
wird, .die Monoaminoséuren aber quantitativ im Durchlauf erscheinen. 
Die Differenz zwischen vorgelegtem und durchgelaufenen Stickstoff ent- 
spricht innerhalb der Fehlergrenze dem mit Flaviansaure fallbaren. Der 
Eluatstickstoff wechselte wieder mit dem Zustand des Wofatits, ob er 
frisch oder alt, neutral oder sauer (py 3—4) war. Die Ergebnisse sind 
in der folgenden Ubersicht zusammengefaBt : 
































Prozent des vorgelegten N 

Praparat des | Zustand des ae 

Clupeins C Wofatits count . —! 
Durchlauf-N | Flaviansiure Differenz Eluat 
unrein I alt, neutral 91,1 | 84,0 75,1 
in I alt, neutral 100, 4 84,4 83,6 84,2 

unrein 

‘ alt, sauer 99,5 | 83,7 83,1 
rein frisch 103,8 90,5 89,4 93,1 





Die Werte fiir den Arginin-Stickstoff aus der Differenz stimmen 


gut mit denen aus der Flaviansaurefallung tiberein. Die Zahlen in der 
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Tabelle sind Mittel aus mehreren Versuchen, die im einzelnen etwas 
streuen. Von dem Hydrolysat des reinen Clupeins wurden 4 Fraktionen 
durch 4 Saulen des gleichen Wofatits geschickt. Der héchste Wert fiir 
den Arginin-Stickstoff aus der Differenz betrug 91°, und der niederste 
87,9°% vom Gesamtstickstoff. Die vier Flaviansiurewerte schwankten 
zwischen 90,3 und 90,6°%. Mit dem Wofatit mu8 man also stets das 
Mittel aus einer gréBeren Zah] von Versuchen nehmen und vorlaufig 
das Ergebnis stets mit einer bewahrten Methode kontrollieren, bis er 
sich zuverlassig handhaben 1aBt. 

Unbestreitbar sind dagegen schon jetzt seine Vorteile fiir praparative 
Arbeiten, weil man mit ihm keine Reagenzien zugibt, die man nachher 
wieder umstandlich und meist mit Verlust entfernen muB. Nach Er- 
fahrungen, die wir in einigen Versuchen am Clupein gewonnen haben, 
scheint man ihn auch zur Reinigung von Proteinen beniitzen zu kénnen. 
Reines Clupein C lauft ohne jeden Verlust an Stickstoff durch die Saule. 
Sein Molekiil ist vermutlich zu groB, um in das Gittergefiige des Harzes 
einzudringen. Von jenem unreinen Praparat liefen aber nur 94°% des 
Stickstoffs durch, wahrend 5,6°% auf der Saule blieben, also nicht Clu- 
pein C waren. Durch die Chromatographie kénnen also Verunreinigungen 
entfernt werden. Korrigiert man nun die oben mitgeteilten Werte des 
unreinen Clupeins C fiir den Arginin-Stickstoff mit dem auf der Saule 
haften gebliebenen Stickstoff aus dem unzersetzten Praiparat, so kommt 
man zu iblichen Gehalten (90,2%). 

Dann machten wir noch einige orientierende Versuche mit Clupein 
A, der niedrigst molekularen Fraktion des genuinen Clupeins. Nach der 
Chromatographie an Wofatit C ist sie nicht einheitlich, enthalt eine 
iiberwiegende Fraktion, die wie Clupein C ungehindert durch die Saule 
lauft, eine zweite, die wie Arginin und Arginyl-arginin adsorbiert und 
durch Salzséure wieder eluiert wird und eine dritte, die irreversibel 
haften bleibt. 

In einer letzten Versuchsreihe haben wir den Ablauf einer Hydrolyse 
des Clupeins C durch 2-n. Salzséure bei 40° wihrend 15 Tagen an Hand 
des nicht mit Gerbsaure-Essigsaure fallbaren Stickstoffs und der Chro- 
matographie verfolgt. An der im Versuchsteil wiedergegebenen graphi- 
schen Darstellung erkennt man deutlich, daB der Stickstoff nach Be- 
ginn der Hydrolyse immer in drei Fraktionen auftritt: Durchlauf, Eluat 
und einem nicht durch Salzsaure eluierbaren Anteil. Am 3. Tag laufen 
40%, durch, 7°, sind eluierbar und 53%, nicht. Bis zum 9. Tag steigt 
die letzte auf Kosten der beiden anderen Fraktionen an und erreicht 
90°/,. Dann nimmt sie wieder ab und der eluierbare Stickstoff zu. Am 
15. Tag laufen 6% durch, 32% sind durch n-, 23°, durch 4-n. Salzsaure, 
39°, nicht eluierbar. In allen Stadien haben wir also ahnliche Verhalt- 
nisse wie beim Clupein A und man gewinnt den Eindruck, daB bei der 
Hydrolyse Produkte, vielleicht héhere Peptide entstehen, die adsorbiert 
werden, sich aber nur schwer wieder eluieren lassen. Am 9. Tag haben 
diese Produkte ein Maximum erreicht. 
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Beschreibung der Versuche 


Der Wofatit C wurde nach den Angaben von Wieland vorbehandelt. Das 
von der Agfa-Wolfen bezogene grobkérnige Material wurde zuniichst bei 100° 
getrocknet, gemahlen und der Anteil mit einer KorngréBe zwischen 0,07 und 
0,12 mm Durchmesser herausgesiebt. Er wurde dann mehrere Male mit Wasser 
aufgeschlimmt und jeweils einige Minuten absitzen gelassen. Hierbei blieben 
noch anhaftende staubfeine Teilchen in der Schwebe und wurden entfernt. Dann 
wurde mit 2-n.KOH versetzt und gut durchgeriihrt. Die Waschfliissigkeit 
fairbte sich jetzt dunkelbraun. Erst nach wiederholtem Waschen mit sehr viel 
KOH hellte sie sich auf, wurde aber nie farblos. Nach 5—6maligem Aufriihren 
mit jeweils erneuerten Portionen von 2-n.KOH wurde 1—2-mal mit Wasser 
nachgewaschen, absitzen gelassen und 5—6-mal mit 2-n.HCl unter jeweiligem 
guten Durchriihren gewaschen. Wahrend bei der KOH-Behandlung der Wofatit 
um mehr als ein Viertel seines Volumens aufquoll, ging er bei der anschlieBenden 
HCl-Behandlung wieder auf sein urspriingliches Volumen zuriick. Nach mehr- 
maligem Nachwaschen mit Wasser wurde er in die Saulen eingefiillt und diese 
dann HCl-frei gewaschen. 

Als Saéiulen benutzten wir Chromatographieréhren von 25 x 300 mm, die 
unten mit einem Tubus versehen waren. Sie faBten etwa 70—80 g trockenen 
Wofatit. Spater gebrauchten wir auch Saulen von 13 x 180 mm mit einem Fas- 
sungsvermégen von 20 g, ferner Siulen von 13 x70 mm (mit einem angeschmol- 
zenen Trichterrohr von 100 ccm Fassungsvermégen) mit etwa 4 g Austauscher 
zu analytischen Zwecken bzw. ein groBes 52 cm langes Rohr mit 55 mm Durch- 
messer und einer Kapazitit von 1,5 kg zu praparativen Arbeiten. Wahrend zu- 
nachst mit den 80 g-Siulen im fallenden DurchfluB gearbeitet wurde, sind wir 
spiter, mit Ausnahme der 4 g-Siulen, ausschlieBlich auf die Arbeitsweise mit 
steigendem DurchfluB iibergegangen. Im ersteren Falle wurde nach dem Be- 
schicken der Siule mit dem Austauscher mit einem Gummistopfen verschlossen, 
welcher mit einem geraden kurzen Glasréhrchen versehen war. Dieses war durch 
einen Schlauch mit einem 3-l- (bzw. 1-l-) Rundkolben, der einen Bodentubus 
mit Glashahn besaB, verbunden. Die ablaufende Flissigkeit tropfte direkt in 
einen Filtrierstutzen oder MeBkolben. Im letzteren Falle war der untere Tubus 
der Siulen mit dem Bodentubus des Rundkolbens verbunden, wihrend der die 
obere Offnung der Saule verschlieBende Gummistopfen durch eine Durchboh- 
rung ein umgekehrt U-férmiges Rohr enthielt, das mit seinem kurzen Schenkel 
im Stopfen saB, mit seinem langen dagegen in den MeBkolbenhals miindete. In 
beiden Fallen wurde die DurchfluBgeschw. (ca. 40 Tropfen/Min.) durch Drosse- 
lung des Glashahns erreicht. Es muBte streng darauf geachtet werden, da beim 
Einfiillen des Austauschers in die Saulen keine Luftpolster entstanden und beim 
Nachfiillen der Auswasch- bzw. Elutionsfliissigkeit keine Luftblasen mit in die 
Saulen gelangten. Dies ist beim steigenden DurchfluB8 leichter zu erreichen als 
beim fallenden. 

Zunichst wurde nach Gebrauch der Saulen, d. h. nach Beladen aus neutraler 
wassr. Lésung und anschlieBender Elution mit n-HCl wieder neutral gewaschen 
und sofort wieder beladen. Es zeigte sich aber, daB die Siulen nach mehrmaligem 
Gebrauch schlieBlich ,,altern‘‘ und die Versuche anormal verlaufen. Das gleiche 
zeigte sich auch, wenn man die Siulen mit ibermaBig viel Wasser neutral wusch. 
Deswegen wurden die Siulen nach mehrmaligem Gebrauch herausgestoBen, das 
Austauschermaterial gesammelt und schlieBlich durch Behandlung mit KOH 
und HCl regeneriert. Die besten Resultate erhielt man, wenn man ein py von 
3—4 in der Siule einhielt, doch empfahl es sich nicht, dieses durch Gebrauch 
eines entsprechenden Puffers einzustellen. Die Kationen dieses Puffers wurden 
dann gegen H*-Ionen ausgetauscht und man erhielt andere Milieu bedingungen 
in der Saule. 

Die bei den ersten Versuchsreihen mit EiweiShydrolysaten noch zu erwih- 
nenden Unsicherheiten, insbesondere hinsichtlich der zu hohen N-Ausbeuten 
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bei der Bilanz und bei zwei gesondert aufzufiihrenden Versuchsreihen sind auf 
die Umstinde zuriickzufiihren, daB das Austauschermaterial zunichst mit N- 
haltigen Substanzen verunreinigt war, mit der Zeit aber reiner wurde, und daB 
die Saiulen ohne Regeneration mit KOH-HCl zu oft gebraucht wurden. Die 
spiteren Versuchsreihen waren von diesen Fehlern frei. 


Modellversuche 


(1) 161,5 mg Histidin-N (als wassr. Lsg. von d,l-Histidin-HCl, Hoffmann- 
La Roche) wurden neutralisiert, auf 1000 ccm verdiinnt und durch eine 80 g- 
Saule laufen gelassen (= Durchlauf). Dann wurde 3-mal mit je 1000 cem Wasser 
nachgewaschen (= Nachlauffraktionen). Die einzelnen Fraktionen wurden je- 
weils in 1060 cem MeBkolben aufgefangen. Eluiert wurde mit 3-mal je 1000 ccm 
n-HCl (= Elutionsfraktionen). In allen Fraktionen wurde der Stickstoff be- 
stimmt. 

Durchlauf Nachlauffraktionen 





1,29 ips oss 4 mg N, insgesamt 2,91 mg N 
Elutionsfraktionen 
1 2 3 ; 
153,9 2,5 2,5 mg N, insgesamt 158.9 mg N 
161,8 mg N 
(+0,3 mg) 


Die im Durchlauf und den Nachlauffraktionen gefundenen 2,91 mg N 
= 1,8% der vorgelegten Menge) diirften auf Verunreinigungen des nicht vorher 
gereinigten Handelspraparats zuriickzufiihren sein. 

(2) Reines l-Arginin-HCl wurde aus gereinigtem Argininflavianat nach 
Felix und Dirr‘* dargestellt. Die Lésung wurde neutralisiert und ein aliquoter 
Teil in 100 com Wasser zur Beladung auf eine 20-g-Siule (steigender DurchfluB) 
gegeben. Dann wurde mit 100 ccm Wasser nachgewaschen und der Durchlauf 
in 250 ccm MeBkolben aufgefangen (= Durchlauf). Eluiert wurde mit 5 x 250 ccm 
n-HCl. 

vorgelegt: 5,78 mg. Arginin-N 

Durchlauf: 0,0 mg N 

Elutionsfraktionen: 1 2 3 4 5 

2,58 2,17 0,70 0,21 0,14 mg N 
insgesamt: 5,80 mg N 


(3) Maximale Beladung des Wofatits: Hierzu wurden jeweils Siulen 
mit 2 g Austauscher gebraucht. Durch diese wurden die neutralisierten Lésungen 
der Hexonbasen bzw. des NH,Cl im groBen UverschuB hindurchgegeben, dann 
mit Wasser so lange gewaschen, bis kein Amino-N mehr nachweisbar war und 
schlieBlich im MeBkolben mit n-HCl eluiert. 

a) NH,Cl. 2-mal je 15 cem Wasser + 5 ccm einer 10-proz. NH,Cl-Lésung 
wurden durch die Saulen laufen gelassen und mit Wasser nachgewaschen. 
Letztes Waschwasser (50 ccm) enthielt kein N. 1. Versuch: Elution mit 50 ccm 
n-HCl: 12,62 mg N. Nachelution mit 50 ccm n-HCl: 0,0 mg N. 2. Versuch: 
Elution mit 50 ccm n-HCl: 12,93 mg N. Nachelution mit der gl. Menge: 0,0 mg 
N. 3. Versuch: Beladung mit 10 ccm 10-proz. NH,Cl. Letzte 50 cem Wasch- 
wasser enthielten 0,088 mg N. Elution mit 50 ccm n-HCl: 12,19 mg N. Nach- 
elution desgl.: 0,033 mg N. 4. Versuch: Beladung mit 10 ccm 10-proz. NH,Cl + 
20 cem Wasser. Letzte 5 com Waschwasser enthielten 0,064 mg N. Elution wie 
oben: 12,32 mg N. Nachelution wie oben: 0,033 mg N. 


4 Diese Z. 176, 28 [1928], insbes. 8. 39 ff. 
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b) Histidin. 3 Saulen wurden mit je 33 mg d,l-Histidin-HCl je in 10 ccm 
Wasser gelést, neutralisiert, beladen, dann 3-mal mit je 50 cem Wasser nach- 
gewaschen. Die letzten Waschwasserportionen waren N-frei. Elutionen mit je 
50 cem n-HCl. 


I II III 
l 12,27 12,15 9,00 
2 4,40 4,92 2,90 
3 2,36 2,57 2,68 
q 0,0 0,0 3,00 
5 — — 1,55 





19,03 19,64 19,13 mg N 
c) Lysin. Beladung mit einer neutr. wissr. |-Lysin-HCl-Lsg. Nachwaschen 
4-mal mit je 100 ccm Wasser. Elution mit »-HCl in Fraktionen zu je 100 ccm. 
I II 
] 10,40 10,23 
2 2,10 1,44 : 
3 0,98 1,40 
4 0.75 0,70 
14,23 13,77 mg N 
d) Arginin. Beladung mit je 10 ccm einer /-Arginin-Lsg. (dargest. aus 
Argininflavianat). Nachwaschen mit 3-mal je 50 cem Wasser. Die letzten Wasch- 
wasser waren N-frei. Elution in Portionen zu je 50 ccm mit n-HCl. 


I Il III 


] 12,90 12,60 13,80 
2 3,90 3,80 2,60 
3 0,0 0.0 0.0 


16,80 16,40 16,40 mg N 

(4) Chromatographie von Arginyl-arginin: Darst. des Dipeptids aus 
einem Arginyl-arginin-diflavianat vom Schmp. 225° durch Zerlegung mit Baryt. 
Adsorption aus neutraler wissriger Lésung mit den angegebenen Ges.-N-Mengen 
an Saulen von 20 g Wofatit C. Klution mit n-HCl. 

a) vorgelegt: 7,45 mg Ges.-N, eluiert: 7,29 mg N, 

b) vorgelegt: 14,90 mg Ges.-N, eluiert: 15,00 mg N, 

c) vorgelegt: 22,35 mg Ges.-N, eluiert: 22,99 mg N. 








(5) Chromatographie eines Modellgemisches von basischen, 
sauren und neutralen Aminosduren: 60,7 mg Arginin-N + 93,6 mg Hi- 
stidin-N (durch 2-maliges Umkrist. gereinigtes d,l-Histidin-HCl) (= 154,3 mg 
Hexonbasen-N) + 44,0 mg Glutaminsiure-N (analysenreines Produkt) + 47,35 
mg Asparaginsiiure-N (d,l-Asparaginsiure Hoffmann-La Roche) + 19,75 mg 
Cystein-N (i-Cystein der gleichen Firma),+ 49,5 mg Loucin-N (d-Leucin der 
gl. Firma) (= 160,6 mg Nichthexonbasen-N) wurden in 1000 ccm Wasser g>lést 
und genau neutralisiert, durch eine 80 g-Siule im fallenden Durchflu8 laufen 
gelassen und darauf mit 3000 ccm Wasser nachgewaschen. Die vereinigten 
Durchlauf- und Nachlauffraktionen wurden im Vak. eingeengt und auf 1000 ccm 
gebracht. Diese Nichthexonbasenfraktion enthielt 160,5 mg N. Elution mit 
3000 ccm n-HCl, im Vak. eingeengt und auf 250 ccm gebracht. Diese Hexon- 
basenfraktion enthielt 152,0 mg N. 

(6) Gelatinehydrolysat: 300 g Gelatine (techn. Prod.) mit 14,0 % Ges.-N 
wurden mit 1500 ccm 25-proz. Schwefelsiure 20 Stdn. unter Riickflu8 zum 
gelinden Sieden erhitzt. Nach Entfernen der Schwefelsiure und des NH, wurde 
im Vak. eingeengt und auf 3000 ccm aufgefiillt. Das Hydrolysat enthielt 38,9 g N. 
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(7) Hexonbasen-N: 100ccm Hydrolysat (entspr. 10g Gelatine mit 
1296 mg Ges.-N) enthielten. 331 mg mit Phosphorwolframsaure fallbaren N = 
25,5 % des vorgelegten Ges.-N. 

(8) Chromatographische Abtrennung der Hexonbasen (normaler 
Verlauf): 100 ccm Hydrolysat wurden mit Wasser auf 1000 ccm verdiinnt 
und durch eine 80-g-Saule laufen lassen (= Durchlauf). Dann wurde mit 2500 ccm 
Wasser nachgewaschen (= Nachlauf). Beide Fraktionen wurden vereinigt und 
im Vak. eingeengt. Eluiert wurde mit 2500 ccm n-HCl und das Eluat im Vak. 
eingeengt. Die Werte enthalt Tab. 1. 


Tab. 1. Abtrennung der Hexonbasen eines Gelatinehydrolysates durch Aus- 
tauschadsorption an Wofatit C. 100 ccm neutralisiertes Hydrolysat mit 1296 mg 
Ges.-N als Vorlage. Angaben in mg N pro Ansatz. 

















Durchlauf Diff. zwischen | » aoe bo Unterschied % Hexonbasen- 
: Eluat (= Hexon t 4 
(= Nichthexon- Vorlage und basen-N) zwischen Diff. | N vom Ges.-N 
basenfraktion) Durchlauf | und Eluat (ber. aus Sp. 2) 
1 2 3 | 1 5 
1020 276 303 | + 27 21,3 
1002 294 326 - 32 22,7 
1003 293 310 117 22,6 
996 300 327 + 27 23,2 
“= 240),7 M = Zz, 




















Sie lassen erkennen, daB stets mehr N eluiert wurde, als der Bilanz nach 
zu erwarten war. Wir miissen annehmen, da in diesem Falle der Wofatit, wie 
bereits erwihnt, noch N-haltige Verunreinigungen enthielt, die bei der Elution 
mit HCl herausgelést werden. Wir berechnen deshalb den prozentualen Anteil 
des Hexonbasen-N vom Ges.-N nicht aus den Elutionswerten, sondern aus der 
Differenz zwischen vorgelegtem Ges.-N und dem Nichthexonbasen-N. Der Mehr- 
wert an N betrigt zwischen 17 und 32 mg pro 2500 ccm n-HCl. Die HCl selbst 
war N-frei. 

Um festzustellen, mit welcher Geschwindigkeit Nichthexonbasen-N aus- 
gewaschen und Hexonbasen-N eluiert werden, wurden in weiteren Versuchs- 
serien Durchlauf- und Eluatfraktionen in Anteilen von je 1000 cem bzw. 500 ccm, 
in einem dritten Versuch 250 ccm aufgefangen und in jeder Fraktion der N be- 
stimmt. Als Beispiel fiihren wir Kurve a in Abb. 1 an (anormaler Verlauf). Dem 
Versuch wurden 1287 mg Ges.-N zugefiihrt. Der Durchlauf ergab einen Ges.-N 
von 962,1 mg N. Aus der Diff. errechnet sich ein prozentualer Anteil an Hexon- 
basen-N zu 25,2 %. Im Eluat wurden aber nur 279,5 mg N bestimmt, obgleich 
324,9 mg hitten aufgefunden werden miissen. 

Die Diff. zwischen diesen beiden Werten ergibt ein Defizit von 45,4 mg. 
Nach der Elution mit n-HCl wurde nochmals folgendermaBen zu eluieren ver- 
sucht: 

mit 1000 ccm n/10-KOH, erbrachten 1,4 mg N 


- 


dann mit 1000 cem m-KCl, erbrachten 2,7 mg N 
dann mit 1000 cem n-HCl, erbrachten 4,67 mg N 
dann mit 1000 ccm n-HCl, erbrachten 2,66 mg N. 
Insgesamt wurden nachtraglich nock 11,43 mg N aus der Siule herausge- 
lést, so daB noch immer 34 mg N hartniickig auf der Siule verblieben. 


In einer weiteren Versuchsreihe wurden vor der Beladung mit Hydrolysat 
1000 cem Wasser hindurchlaufen lassen. Diese enthielten 0,895 mg N. Dann 
wurde mit 1144 mg Ges.-N (in 1000 ccm Wasser) beladen und 4-mal mit je 
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1000 cem Wasser nachgewaschen. Eluiert wurde mit 4-mal je 1000 ccm n-HCl. 
In der Nichthexonbasenfraktion wurden insgesamt 829,93 mg N gefunden, wor- 
aus sich aus der Diff. zwischen vorgelegtem Ges.-N und diesem Wert ein pro- 
zentualer Anteil der Hexonbasen zu 27,4 errechnet. Die Elution erbrachte nur 
227,36 mg Hexonbasen-N entgegen einem Sollwert von 314 mg. Die Diff. ist 
ein Defizit von 87 mg = 7,6 % des Ges.-N. Durch nachtragliche Behandlung der 
Saulen konnten noch folgende Mengen an N herausgelést werden: 


mit 1000 ccm 4-n.HCl 5,81 mg N 
mit 1000 ccm Wasser 0,62 mg N 
mit 1000 ccm n-HCl 1,80 mg N 
mit 1000 ccm n-HCl 1,80 mg N 


Insgesamt also 10,08 mg N, wobei noch 77 mg auf der Siiule verblieben. 


Die vorher gebrauchten Saulen wurden mit 10 / Wasser vollkommen neutral 
gewaschen. Die Nichthexonbasenfraktion aus einer friiheren Adsorptionsauftei- 
lung mit je 444 mg Ges.-N (in je 1000 ccm Wasser, neutralisiert) wurden auf die 
Saulen gegeben und mit 3-mal je 1000 com Wasser nachgewaschen. Dann wurde 
4-mal mit je 1000 ccm »-HCl eluiert. In einem Ansatz lieBen sich von 444 mg 
Nichthexonbasenfraktion nach der nochmaligen Beladung einer mit viel dest. 
Wasser vorbehandelten Wofatitsiule in der gleichen Fraktion 398,2 mg N 
wiederfinden. Mit n-HCl wurden dann 43,7 mg N eluiert, das aber kein Hexon- 
basen-N sein kann. Die Summe ergibt 441,9 mg, d.h. — 2,1 mg = —0,47%. 
Wihrend in diesem Versuch der gesamte vorgelegte N wiedergefunden wurde, 
gelang dies nicht in einem anderen Ansatz. Von 444 mg Ges.-N liefen hier 
394,5 mg durch die Siule, wihrend die Elution nur 37,6 mg N erbrachte. Ins- 
gesamt wurden 432,1 mg wiedergefunden, d. h. — 11,9 mg = — 2,7%. 


(9) Hydrolyse von Clupein: 200 g eines nicht weiter gereinigten Pri- 
parates von Clupein C-methylester-HCl wurden mit 1200 ccm konz. HC! 10 Stdn. 
hydrolysiert. Es schied sich schwarze Huminsubstanz’ab als ein Zeichen der 
Unreinheit des Praparates. Die Salzsiure wurde so weit als méglich im Vak. 
wegdestilliert, der Rest mit 40-proz. KOH neutralisiert und schlieBlich die Lsg. 
auf 2000 ccm aufgefiillt und 15 Min. zentrifugiert. Die tiefrote, klare Fliiss. 
wurde 2-mal mit Carboraffin (10 und 5 g) entfarbt und das gelbe Filtrat genau 
neutralisiert. Diese Stammlésung enthielt 2,06°% Ges.-N (Hydrolysat I). 


Tab. 2. Abtrennung des Arginins.aus einem Clupeinhydrolysat (I) durch Aus- 
tauschadsorption an Wofatit C. Vorlage: 300 ccm neutralisiertes verdiinntes 
Hydrolysat mit dem in Sp. 1 aufgefiihrten Ges.-N. Angaben in mg. 


















































mg im — ; 

mg Ges.-N agen Diff. in im Eluat “Sennen % Arginin-N 

elegt (= Nicht- mg (Hexonbase Beladung und vom Ges.-N 

vorgeres" | hexonbasen- ° = Arginin) Elution ey 
fraktion) oo 
= 2 | 3 l n 5 6 

if 433,0 64,7 368,3 = _ 85,1 
2 433,0 66,7 366,3 — — 84,7 
3 618,0 100,8 517,2 496 — 21,2 83,7 
4 618,0 102,2 515,8 493 — 22,8 83,7 
5 618,0 95,7 522,3 445 — 77,3 84,6 
6 515,0 91,0 424 411 — 13,0 82,3 
Mittel: 84,0 


10* 
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(10) Austauschadsorption des Clupeinhydrolysats: Hierzu wurden 
bestimmte Mengen des Clupeinhydrolysats mit den in Tab. 2 angegebenen N- 
Mengen auf jeweils 300 ccm mit Wasser verdiinnt, nochmals genau neutralisiert 
und im fallenden DurchfluB8 auf 80-g-Siiulen gegeben, die vorher mit 2 1 Wasser 
gewaschen worden waren, jedoch gegen Lackmus noch eben schwach sauer 
reagierten. Nachwaschen mit je 4000 ccm Wasser. Die vereinigten Durchléufe 
wurden im Vak. eingeengt und auf 1000 ccm gebracht. Elution mit 4000 cem 
n-HCl, ebenfalls im Vak. eingeengt. Die Ergebnisse enthailt Tabelle 2. Auch bei 
dieser Versuchsreihe berechnet man am zweckmiBigsten den Hexonbasengehalt 
aus der Differenz zwischen vorgelegtem Ges.-N und dem durchlaufenden Nicht- 
hexonbasen-N. 

(11) Flaviansaéurefallung: Aus 3-mal je 5 ccm des Hydrolysates I wurde 
das Arginin als Flavianat gefallt. 


I II Ill 
Argininflavianat 0.7614 0,7564 0,7553 
x 0,357 = Arginin 0,2718 0,2700 0,2796 
Arginin-N in 5 cem Hydrolysat I 87 86,8 86,7 mg 
darin sind 103 mg Ges.-N, folglich 84,7 84,3 84,3% Arginin-N 


vom Ges.-N 


Arginin als Flavianat aus den Eluaten 3 u. 4 der Tab. 2: 


Ansitze 3 + 
Argininflavianat 262,6; 266,1 343,4; 343,2 
Mittelwert 264,4 mg 343,3 mg 
x 0,357 = Arginin 93,4 123,1 mg 
Arginin-N 29,98 mg (15 cem) 39,6 mg (20 ccm) 
Gesamtansatz (250 ccm) 499 495 mg 
Gesamt-N (Kjeldahl) 496 493 mg 


Die Durchlauffraktionen 1 u. 2 wurden vereinigt und auf !/,, des Volumens 
eingeengt. Nach Versetzen mit Flaviansiiure schied sich kein Argininflavianat 
ab. Wenn man die Léslichkeit des Argininflavianats in Flaviansiure zu 0,018% 
annimmt *, so waren demnach weniger als 2,4 mg Arginin nicht adsorbiert 
worden, d. h. von 1,15 g adsorbierten Arginins weniger als 0,21%. Auch mit der 
Sakaguchi-Reaktion verliefen die Proben auf Arginin in den Durchlauffraktionen 
der Ansitze 3 und 4 negativ. Sie enthielten also weniger als 0,2 mg Arginin in 
200 cem (Gesamtmenge des eingeengten Eluats, wenn man die untere Grenze 
des Auftretens dieser Farbenreaktion zu 0,005 mg annimmt °. 

(12) Hydrolysat II: 50g des gleichen Clupein C-Praparates wurden hydroly- 
siert wie unter (9) angegeben, dann aber zur Sirupkonsistenz im Vak. eingeengt 
und die verbliebene HCl mit fester KOH gebunden. 25 cem enthielten 695 mg 
Ges.-N. Mit diesem Hydrolysat sollte untersucht werden, ob viel Kt neben 
relativ wenig Arginint den Austausch des letzteren stort. Gleichzeitig wurde 
untersucht, ob die Wofatitsiulen nach Vorbehandeln mit n/1000-Salzsiure die 
gleichen Austauscheigenschaften zeigen wie nach Auswaschen mit Wasser bis 
zur schwach lackmussauren Reaktion, wobei man die dann auf der Saule herr- 
schenden Milieubedingungen besser in der. Hand hat. Der folgenden Versuchs- 
serie wurden deshalb zwei Siiulen zugrunde gelegt, von denen I mit 1000 ccm 
Wasser ausgewaschen wurde, II dagegen mit 1000 ccm »/1000-HCl. Auf beide 
Saiulen wurden je 695 mg Ges.-N (25 ccm neutralisiertes Hydrolysat II) gegeben, 
bei Siiule I mit 225 ccm Wasser, bei Siule II mit 225 ccm n/1000-HCI. Saule I 
wurde mit Wasser, Siule II mit n/1000-HCI ausgewaschen. Die Einzelfraktionen 
wurden in Anteilen zu je 250 ccm aufgefangen. Man erhilt folgende Bilanz: 


© A Kosselu. R. E. Gross. diese Z. 185, 167 [1924]. 
° O.I. Weber. J. biol. Chem. 86, 217. [1930]; E. Jorpesu. 8. Thorén, 
siochem. J. 26, 1504. [1932]. 
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N wiedergef. 
698,4 
692,3 


Im Versuch I wurden also 100,4%, in Versuch II 99,5% des vorgelegten Ges.-N 
wiedergefunden. Den Verlauf von Adsorption und Elution gibt Kurve b in Abb. 1] 


2. 4 Wofatitsiulen aus frisch regeneriertem Austauschermaterial wurden 
mit n/1000-HCI ausgewaschen, mit je 25 ccm Hydrolysat II beladen, mit n/1000- 
HCl die Monoaminosiuren ausgewaschen und dann mit 3-n., 2-n., l-n. und 
0,5-n. HCl eluiert. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind als Summenprozent- 
werte im Kurvenbild c in Abb. 1 wiedergegeben. 
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(I), 1-n. (II), 2-n. (III), und 3-n. (IV) HCl. 


com. der Fraktionen ——> 


Abb. 1. Verlauf der Adsorptionen und Elutionen mit a) Gelatinehydrolysat, b) Clupein- 
hydrolysat. ¢) Elution einer Hexonbasen-(Arginin-)Fraktion aus WofatitC-Saule mit 0,5-n. 


, Tab. 3. Abtrennung des Arginins aus einem reinen Clupein C-Hydrolysat (IIT) 


durch Austauschadsorption an Wofatit C. Vorlage: 500 ccm neutralisierte Ver- 
diinnung des Hydrolysates III mit den in Sp. 1 angefiihrten Mengen Ges.-N. 














i detase mg N im Eluat ‘ft. aw. | inin-N 
oie Gendt Durchlauf Diff. in (= Hexon- Diff. zw. 6 Arginin-N_ 
vib shes t (= Nicht- wnat iia Beladung vom 

Benes hexonbasen- & Arginin) u. Elution Ges.-N 
frakt.) 8 
1 2 3 | 1 | 5 6 
: 111,0 13,42 97,58 106,8 L 9,29 88,0 
) 111,0 11,0 100,0 109,6 + 9,6 90,1 
111,0 9,99 101,01 105,8 + 4,8 91,0 
444,0 52,2 391,8 367,0 — 24,8 88,3 
































(13) Hydrolysat III: 30g eines reinen Clupein C-methylester-HCl wur- 
den mit 180 ccm konz. HCl 10 Stdn. unter RiickfluB gekocht, wobei sich das 
Hydrolysat gelbbraun firbte. Dann wurde wiederholt im Vak. eingeengt, mit 
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40-proz. KOH bis zur schwach sauren Reaktion versetzt und mit 3 g Carboraffin 
in der Wirme entfirbt. Filtrat und Waschwasser wurden auf 300 cem aufgefiillt. 
Schwach gelb gefiirbte Stammlésung mit 2220 mg Ges.-N/100 ccm, bezogen auf 
das Priiparat: 22,2%. Die mit diesem Hydrolysat durchgefiihrten Trennungs- 
versuche zeigt Tab. 3. : 

(14) Flaviansaurefallung: In 4-mal je 5 ccm Hydrolysat III 


I II III IV 
mg Argininflavianat 876,8 875,4 875,8 873,1 
x 0,357 = Arginin 313,0 312,4 312,7 311,7 
mg Arginin-N/5 ccm 100,6 100,5 100,5 100,2 
mg Ges.-N/5 ecm 111,0 111,0 111,0 111,0 
°% Arginin-N v. Ges.-N 90,6 90,6 90,5 90,5 90,3 


(15) Chromatographie von Clupein C: 

1. Unreines Priparat. Die Versuchstechnik entsprach der bei der Chro- 
matographie der Hydrolysate angewandten. Eine Menge des zum Hydrolysat I 
benutzten Priparates von ClupeinC-methylester-HCl mit 270 mg Ges.-N wurde 
durch eine vorher mit »/1000-HCl ausgewaschene 80-g-Saiule von Wofatit C 
laufen gelassen. 

Durchlauffraktionen je 1000 ccm »/1000-HCI: 


253,0 0,47 «0,28 0,14 = 253,9 mg = 94,0% 

Elutionsfraktionen mit n-HCl je 1000 ccm: 
7,17 1,92 1,40 1,80 1,15 1,12 1,08 - 15,14 mg = 5,6% 
99,6% 


2. Reines Priparat. Bestimmte Mengen des gleichen reinen Praparates, 
das zu Hydrolysat LII benutzt wurde, mit den unten angegebenen Mengen an 
Ges.-N wurden genau neutralisiert und durch vorher mit n/1000-HCl ausge- 
waschene 80-g-Siulen von Wofatit C laufen gelassen. 

Vorlage: 232,5 mg Ges.-N. 

Durchlauffraktionen je 250 ccm n/1000-HCI: 

144,0 74,0 19,7 0,0 237,7 mg = 102% 

Vorlage: 186,0 mg Ges.-N. 

Durchlauffraktionen je 250 cem n/1000-HCI: 

94,5 76,0 12,0 0,0 = 182,5 mg = 98% 

Vorlage: 76,5 mg Ges.-N. 

Durchlauffraktionen je 250 ccm n/1000-HCI: 

48,7 24,9 3,7 0,0 = 77,3 mg = 101% 


(16) Chromatographie von Clupein A: Die Priaparate sind von Frl. 
Dipl.-Chem. Christa Wolf aus rohem Nucleoprotamin dargestellt worden. 

Vorgelegt: 16,1 mg Ges.-N Praparat I. 

Durchlauffraktionen -je 100 ccm n/1000-HCI: 


5,5 2,1 0,2 0,2 = 8,0 = 49,7% 
Elutionsfraktionen mit n-HCl: 
ccm 100 50 50 
mg N 1,19 0,36 0,0 = 15d 


9,55 = 59,3% 

Vorgelegt: 16,3 mg Ges.-N Praparat I. 
Durchlauffraktionen mit n/1000-HCI: 

ecm 150 100 150 id 

mg N 8,23 1,14 0,16 0,0 = 9,53 = 58,4% 
Elutionsfraktionen mit n-HCl: 

ecm 150 150 100 50 

mg N_ 1,95 0,77 0,59 0,0 = Bot 
12,54 mg = 76,7% 
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Mit einem dritten Priparat von Clupein A wurde folgender Trennungs- 
versuch angestellt. Auf eine wie vorher mit »/1000-HCl behandelte 80-g-Siule 
von Wofatit C wurden 413 mg Clupein A-N in neutraler wissr. Lésung gegeben. 


Durchlauffraktionen je 1000 ccm n/1000-HC1I: 


308,0 1,87 0,94 0,40 0,35 = 311,56 mg = 75,4% 
Elutionsfraktionen je 500 cem n-HCl: 
25,7 8,54 6,24 4,88 4,15 3,15 3,50 2,55 2,05 = 60,76 mg = 14,7% 


Der Rest von 9,9°% des Ges.-N blieb auf der Siule 

Fortgesetzte Elution mit je 500 ccm n-HCl: 

3,88 2,96 2,42 = 9,26mg= 2,2% 
92,3% 

(17) Partialhydrolysat von Clupein C: In 4 MeBkolben zu je 5 ccm 
wurden je 250 mg Clupein C-methylester-HCl mit ungefahr 50 mg Ges.-N (reines 
Praparat) in wenig Wasser gelést, mit KOH genau neutralisiert und je 25 ccm 
4-n., 2-n., 1-n. und 0,2-n.HCl hinzugefiigt. Sofort nach Auffiillen wurde der 
Ges.-N je Ansatz und der durch Essigsiure-Gerbsiure nach Roche und Marquet? 
fallbare Anteil bestimmt. Hierzu wurden zunichst je 1 ccm auf 10 ccm verdiinnt 
und 2-mal 3 ccm zur Veraschung benutzt, auBerdem je 1 cem zu 1 com KOH 
gleicher Konz. pipettiert, mit je 2,5 cem gesatt. Kaliumsulfatlésung und dann 
mit je 0,5 com Gerbsiure-Essigsiurelésung versetzt, umgeschiittelt und 2 Stdn. 
bei 37° stehen gelassen. Dann wurde zentrifugiert und von der iiberstehenden 
klaren Lésung 2-mal je 2ccm zur N-Bestimmung kenutzt. Die Fallungsreagenzien 
enthielten 0,112 mg N (Leerwert), die von den jeweiligen Versuchswerten ab- 
gezogen wurden. Die Hydrolysenansitze wurden 15 ‘lage bei 40° stehen. ge- 
lassen und jeden Tag Proben zur Bestimmung des nicht mehr fallbaren N und 
jeden 3. Tag Proben zur Chromatographie (nur vom Ansatz mit 2-n. HCl) ent- 
nommen. Den Fortgang der Partialhydrolysen zeigt Abb. 2. 
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Abb. 2. Probeentnahme zur Chromatographie. 


(18) Chromatographie des Partialhydrolysats: An den in der 
Kurve bezeichneten Tagen wurden aus dem Ansatz mit 2-n. HCl je 5 ccm ent- 
nommen, mit 5 ccm 2-n. KOH neutralisiert und die 10 ccm (mit 6,20 mg Ges.-N) 
mit 90 ccm Wasser versetzt. Die Verdiinnung wurde dann durch mit n/i000-HCI 
vorbehandelte Saiulen von 20g Wofatit C laufen gelassen. Nachwaschen mit 
n/1000-HCl, bis die angegebenen Endvolumina erreicht waren. Elution nach 
Wechseln der Vorlagen mit n-HCl. 


7 A. Roche u. F. Marquet, Bull. Soc. Chim. Biol. 17, 1630 [1935]; 
19, 613 [1937]. 
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Durchlauf _ Elution 
3. Tag 2,49 0,42 
6. Tag 1,30 — 
9. Tag 0,23 0,43 
12. Tag 0,25 1,31 
15. Tag 0,35 2,02 mit n-HCl 


- 1,41 mit 4-n. HCl. 

Totalhydrolysat: 3ccm des Partialhydrolysats wurden in Glasampullen 
eingeschmolzen und 24 Stdn. im kochenden Wasserbad gehalten. Nach Neutrali- 
sieren mit KOH wurde durch eine Siiule von 20 g Wofatit C chromatographiert. 

Vorlage: 3,72 mg Ges.-N. 

Durchlauf: 0,453 mg = 12,1%,. 

Eluat (mit n-HCl): 2,817 mg = 75,8%. Insgesamt wurden von 3,72 mg 
vorgelegtem Ges.-N 3,27 mg wiedergefunden = 87,9°%. Nach der Elution mit 
n-HCl der Saulen vom 3. Tag der Partialhydrolyse wurde mit ges. KCl-Lésung 
zu eluieren versucht. 3-mal je 100 ccm erbrachten noch 0,77 mg. Dann wurde 
der Wofatit aus den Saulen gestoBen, mit 15 com Wasser und 15 ccm 4-n. KOH 
versetzt, filtriert, mit 5 cem 4-n. KOH + 5 ccm Wasser nachgewaschen und auf 
100 ccm aufgefiillt: 0,36 mg N. Es wurden also noch 1,13 mg herausgelést, so 
da8 noch immer 2,16 mg N auf der Siule verblieben. Das Ergebnis dieser Chro- 
matographieversuche ist in Abb. 3 schematisch wiedergegeben. 
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Abb. 3. Graphische Wiedergabe der Chromatographie von Partialhydrolysaten des Clupeins C. 
Angaben in Prozenten des vorgelegten Ges.-N der Hydrolysenanteile. Elution: mit n-HCl, 
nur bei der letzten Siule mit 1-m. und 4-n. HCI. 


Uber eine neue Pyrrolsynthese ~ 
Von 
Hans Fischer} und Emmy Fink 
Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


‘Der Schriftleitung zugegangen am 1. April 1948) 
In der 1. Mitteilung! war iiber eine neue Synthese berichtet worden, 
welche sich bei der Reduktion von Isonitroso-acetessigester in Gegen- 


1H. Fischer u. E. Fink, diese Z. 280, 123 [1944]; s. auch FE. Fink, Diss. 
Miinchen Techn. Hochschule 1945. 
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wart von Acetessigaldehyd-acetal ergab und wider Erwarten zu 2- 
Methyl-5-carbaithoxy-pyrrol fiihrte. 

Wie dort ausgefiihrt, sollte Glykokollester als Zwischenprodukt dieser 
Synthese auftreten, jedoch gelang es auch in weiteren Versuchen zur 
Kondensation von Glykokoll, Acetylglykokoll und Hippursaure mit dem 
Acetessigaldehyd bzw. seinem Acetal, trotz der positiven Ehrlichschen 
Reaktion, nicht, kristallisiertes Pyrrol zu erhalten. Versuche mit isolier- 
tem Amino-acetessigsaiureathylester 2, der als C-acetylierter Glykokoll- 
athylester aufgefaBt werden kann, fiihrten ebenfalls zu kristallisiertem 
2-Methyl-5-carbithoxy-pyrrol; die Ausbeute war jedoch geringer als bei 
der Reduktion von Isonitroso-acetessigester zusammen mit Acetessig- 
aldehyd-acetal, wobei der gebildete Amino-acetessigester sofort weiter 
reagieren kann. 


COCeh He — oH 
HjC-C. Hoch, HCC. _-CO0CH, 
Man’ SCoOCEH ue 


Zur analogen Darstellung von 2.4-Dimethyl-5-carbithoxy- 
pyrrol, welches bei der Umsetzung von Amino-acetessigester mit 
Acetylaceton nur als Nebenprodukt auftritt1, wurde nach E. Fischer 
Glykokoll-athylester mit Acetylaceton zu Acetylaceton-glykokoll- 
ithylester? kondensiert und nun daraus durch Wasserabspaltung das 
gewiinschte Pyrrol erhalten. 


tag —F-CHs H—C-CHy H ‘CH 


Oo 4 CC H C: -CO0C, 
HE CN) ALN-C2C00CeH, ” Nwu-CcoocH, N Me 


Wiahrend die Bildung des Acetylaceton-glykokollesters glatt verlief, war 
die Abspaltung des zweiten Molekiils Wasser zur SchlieBung des Fiinf- 
ringes schwieriger zu erreichen. Es wurden verschiedene wasserabspal- 
tende Mittel angewandt, Phosphorpentachlorid, Phosphorpentoxyd, 
konz. Schwefelsaure, geschmolzenes Kaliumbisulfat, Essigsiureanhydrid, 
geschmolzenes Kalium- und Natriumacetat, geschmolzenes Zinkchlorid. 
Geschmolzenes Natriumacetat in Eisessig erwies sich als giinstigstes 
Kondensationsmittel, aber es wurde auch damit nur eine Ausbeute von 
10°%, erreicht. 

Es bestand, wie schon erwahnt, die Hoffnung, daB sich durch Ein- 
fiihrung von Alkylgruppen in das Acetal des Acetessigaldehyds und 
Umsetzung mit Amino-acetessigester weitere wichtige Pyrrole erhalten 
lieBen. Die Alkylierung gelang jedoch nicht. 

2 Darstellung 8. Gabriel u. Th. Posner, Ber. dtsch. chem. Gas. 27, 1141 


[1894]. 
’ E. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 438 [1901]. 
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Wiahrend die Verwendung des Formylacetons bzw. Oxymethy- 
lenacetons statt seines Acetals nicht méglich war, konnte festgestellt 
werden, daB Homologe des Oxymethylenacetons, die nicht wie das An- 
fangsglied dieser Reihe unbestandig, sondern weniger reaktionsfahig sind 
und sich isolieren lassen, in guter Ausbeute zu gut kristallisierten Pyr- 
rolen fiihren, die bisher nur auf langwierigem Wege zu erhalten waren. 
So fiihrt die Reduktion des Gemisches von Isonitroso-acetessigester und 
Oxymethylen-methyl-athylketon (= a-Acetyl-propionaldehyd = a-Me- 
thyl-acetessigaldehyd)* zu 2.3-Dimethyl-5-carbathoxy-pyrrol, die 
Reduktion von Isonitroso-acetessigester zusammen mit Oxymethylen- 
diathylketon (= a-Propionyl-propionaldehyd)® zu dem bisher unbe- 
kannten 3-Meth y]-2-ath yl-5-carbathoxy-pyrrol: 


HxC-C ——=CHOH eee Be 
| ay 0000 HC° , ‘COOCH, 


H,C-C——=CHOH HyC- H 
H_COCH, ; 
MiG CN, nw7oSCOOCHH, HG N ee 


Zur Darstellung dieser Pyrrole ist die vorherige Isolierung der freien 
Oxymethylen-Verbindung nicht erforderlich, sondern man kann mit der 
essigsauren Lésung des bei der Kondensation von Keton mit Ameisen- 
saureester erhaltenen Natriumsalzes arbeiten. 

Das 2.3-Dimethyl-5-carbithoxy-pyrrol wurde weiterhin durch Ab- 
bau zu 2.3-Dimethyl!-pyrrol und durch Acetylierung zu 2.3-Dimethyl- 
4-acetyl-5-carbithoxy-pyrrol identifiziert. Die Herstellung von 2.3- 
Dimethyl-pyrrol auf diesem Weg ist bequemer als die bisherige Methode 
durch Reduktion von 2-Methyl-5-carbaithoxy-pyrrolaldehyd-(3) nach 
Wolff-Kishner®. Mit Chloracetylchlorid statt Acetylchlorid entsteht 
2.3-Dimethy]-4-[f-chloracetyl]-5-carbithoxy-pyrrol?. Bei der Bromie- 
rung bildet sich 4-Brom-2.3-dimethyl-5-carbathoxy-pyrrol®. Die Kon- 
densation mit Formaldehyd fihrt zu 4. 4’. 5. 5’-Tetramethyl-2. 2’- 
dicarbathoxy-pyrromethan ®. Das nach der neuen Synthese gewonnene 
Pyrrol gibt samtliche von 2.3-Dimethyl-5-carbaéthoxy-pyrrol bekannten 

erivate mit den richtigen Schmelz- und Mischschmelzpunkten. Bei der 


ae Benary, Meyer u. Charisius, Ber. dtsch. chem. Ges. 59, 109 und 600 
[1926]. 

5 Benary u. Bitter, Ber. dtsch. chem. Ges. 61, 1060 [1928]. 

6 H. Fischer, H. Beller u. A. Stern, Ber. dtsch. chem. Ges. 61, 1081 
[1928]. 

7H. Fischer u. W. Kutscher, Liebigs Ann. Chem. 481, 201 [1930]. 

8 H. Fischer, H. Beller u. A. Stern, Ber. dtsch. chem. Ges. 61, 1082 
[1928]. 


* H. Fischer u. H. Beller, Liebigs Ann. Chem. 444, 248 [1925]. 
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Verseifung von 2.3-Dimethyl-5-carbithoxy-pyrrol entsteht die ent- 
sprechende, bisher noch nicht beschriebene freie Saure. 

Das durch Umsetzung von Oxymethylen-diithylketon mit Amino- 
acetessigester gebildete Pyrrol lieB sich zu dem bekannten 3-Methy]l- 
2-ithyl-pyrrol abbauen, womit auch eine einfachere Methode zur Ge- 
winnung dieses Pyrrols gegeben ist® 1° Durch Acetylierung von 3- 
Methyl-2-athyl-5-carbathoxy-pyrrol wird 3-Methyl-2-athyl-4-acetyl-5- 
carbathoxy-pyrrol und durch Behandlung mit Chloracetyl-chlorid 
3-Methyl-2-athyl-4-[8-chloracetyl]-5-carbathoxy-pyrrol erhalten. Bei der 
Bromierung bildet sich 4-Brom-3-methyl-2-athyl-5-carbathoxy-pyrrol. 
Die Kondensation mit Formaldehyd fihrt zu 4.4’-Dimethyl-5.5’- 
diathyl-2.2’-dicarbithoxy-pyrromethan. Bei der Verseifung von 3- 
Methyl-2-athyl-5-carbaithoxy-pyrrol entsteht 3-Methyl-2-athyl-pyrrol- 
carbonsaure-(5). 

Es war nun von weiterem Interesse, ob auch kompliziertere Oxy- 
methylen-ketone, wie Oxymethylen-mesityloxyd und aromatische Oxy- 
methylen-ketone mit Amino-acetessigester zu Pyrrolen reagieren. Die 
Umsetzung von Oxymethylen-mesityloxyd™" mit Amino-acetessigester 
wiirde zu 2-Isobutyliden-5-carbiéthoxy-pyrrol fiihren. Der Versuch er- 
gab jedoch keinen kristallisierten Stoff, sondern nur ein Harz, welches 
in der Hitze positive Ehrlichsche Reaktion zeigte. Die Umsetzung mit 
Oxymethylen-acetophenon!? kénnte zu 2-Phenyl-5-carbithoxy-pyrrol 
fiihren, verlauft aber nicht im gewiinschten Sinn. Da das Ergebnis auf 
die Unbestandigkeit des Oxymethylen-acetophenons (Benzoylacetal- 
dehyd) zuriickzufiihren sein kénnte, wurde das stabilere w-Oxymethylen- 
p-methoxy-acetophenon!’, und zwar das Natriumsalz in essigsaurer 
Lésung und die schén kristallisierte freie Oxymethylenverbindung sowie 
Oxymethylen-p-chloracetophenon* mit Amino-acetessigester umge- 
setzt. Es konnten jedoch keine Pyrrole isoliert werden; die Lésungen 
zeigten auch keine Ehrlichsche Reaktion. Aromatische Oxymethylen- 
Verbindungen fiihren demnach mit Amino-acetessigester nicht zum 
FiinfringschluB. 

Man kénnte annehmen, daB analog den Oxymethylen-ketonen auch 
Oxymethylen-ketosiureester, z.B. Oxymethylen-acetessigester und 
Oxymethylen-1.3-diketone mit Amino-acetessigester Pyrrole_ ergeben. 
Mit Oxymethylen-acetessigester 15 miiBte man dann das bekannte 2- 
Methyl-3.5-dicarbithoxy-pyrrol erhalten und mit Oxymethylen-acetyl- 
aceton!6 das noch unbekannte 2-Methyl-3-acetyl-5-carbithoxy-pyrrol. 
Im ersten Fall entstand jedoch 2.4-Dimethyl-3.5-dicarbithoxy-pyrrol, 


10 H. Fischer u. O. Wiedemann, diese Z. 155, 64 [1926]. 

1 Benary, Ber. dtsch. chem. Ges. 60, 917 [1927]. 

122 Mumm, Minchmeyer u. Charisius, Ber. dtsch. chem. Ges. 48, 3338 
[1910]. 
18 Benary, Meyer u. Charisius, Ber. dtsch. chem. Ges. 59, 111 [1926]. 
144 Straus u. Ackermann, Ber. dtsch. chem. Ges. 42, 1812 [1909]. 
18 Claisen, Liebigs Ann. Chem. 297, 20 [1897]. 
1% Claisen, Liebigs Ann. Chem. 297, 59 [1897]. 
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im anderen Fall 2.4-Dimethyl-3-acetyl-5-carbaithoxy-pyrrol. Die Um- 
setzungen sind also nach Abspaltung der Oxymethylengruppe nach der 
Knorrschen Synthese verlaufen. 


t0oc ee CHOH H,C,00C-CH 4 H,C,00C- Uae CH, 


—_——> 


H,C- a H3C . CA oe ty N~ C-CO0GH, H,C° 


Nahe lag es auch, bei der neuen Pyrrolsynthese anstatt Amino- 
acetessigester, Amino-acetylaceton zur Anwendung zu bringen, wobei 
an Stelle des Carbathoxyrestes der Acetylrest in das Pyrrol eingefiihrt 
werden kénnte. Isonitroso-acetylaceton wurde in Gegenwart von Acet- 
essigaldehyd-acetal mit Zinkstaub reduziert. Die Lésung zeigte in der 
Kalte schwache, in der Hitze intensivere Ehrlichsche Reaktion; kristalli- 
siertes Pyrrol konnte jedoch nicht isoliert werden, sondern nur Dimethyl- 
diacetopyrazin nachgewiesen werden, das durch Selbstkondensation von 
Amino-acetylaceton entstanden ist. Auch die Umsetzung von Amino- 
acetylaceton mit Oxymethylen-methyl-athylketon gelang nicht. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB8 nach den neueren Ver- 
suchen die Annahme, da Glykokollester als Zwischenprodukt dieser 
Synthese auftritt, fragwiirdig geworden ist, vielmehr hat sich der akti- 
vierende Acetylrest recht wesentlich fiir das Zustandekommen der Kon- 
densation gezeigt. Man kann demnach eine Addition des Amino-acet- 
essigesters an die CO-Doppelbindung und darauffolgende Saure- 
spaltung unter Ringschlu8bildung annehmen: 


H AK 
het Ge : HG eh H H 
HgC-C. —_— H,C-CC~-HUCOCHs HC COOC,Hs 
- HN CO0C;Hs : SNCS 006 H, H 


Die neue Pyrrolsynthese gelang bisher nur in der Kombination 
Amino-acetessigester mit aliphatischen Ketoaldehyden bzw. Oxymethy- 
lenketonen. Man erhielt Pyrrole, die zum Teil bisher nur auf langwierigem 
Wege gewonnen werden konnten, zum Teil noch unbekannt waren. Durch 
Ausarbeitung der Versuchsbedingungen ist noch eine Erhéhung der Aus- 
beuten zu erwarten. Die Variation beider Komponenten ist noch weiter 
zu priifen, um den Geltungsbereich der Reaktion zu erweitern. 


Beschreibung der Versuche 


Gemeinschaftliche Reduktion von isoliertem Amino-acetessig- 
ester und Acetessigaldehyd-diithylacetal 
0,5 g Amino-acetessigester-hydrochlorid werden in 2 cem Eisessig 


und 1 ccm Wasser geldést, 0,5 g Natriumacetat und 0,44 g (1 Mol.) Acetessig- 
aldehyd-diathy lacetal zugegeben. Nach 10 Min. E rhitzen wird in Eiswasser 


gegossen, wobei kristallinische Flocken ausfallen, die bei 90° im Vakuum subli- 
miert und aus Methanol umkristallisiert werden. Farblose Prismen. Schmp. 
100°. Der Mischschmelzpunkt mit 2-Methyl-5-carbithoxy-pyrrol ergibt 


keine Depression. Ausb. 30 mg. 
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2.4-Dimethyl-5-carbithoxy-pyrrol aus Acetylaceton-glykokollester 


1g Acetylaceton-glykokollithylester wird in 10 ccm Kisessig in Ge- 
genwart von 0,5 g frisch geschmolzenem Natriumacetat 3 Stdn. erhitzt und dann 
die rotbraune Lésung mit der 8-fachen Menge Wasser verdiinnt. Es fallen briun- 
liche Flocken aus, die bei 100° sublimiert und aus Methanol umkristallisiert 
werden. Farblose Nadeln. Schmp. 124°. Der Mischschmelzpunkt mit 2.4-Di- 
methyl-5-carbithoxy-pyrrol aus anderer Darstellung! ergibt keine De- 
pression. Ausb. 0,1 g. Lingeres Erhitzen der Lésung als 2 Stdn. bringt keine Er- 
hohung der Ausbeute, auch nicht die Anwendung von Propionsiure anstatt Kis- 
essig. In alkoholischer oder Pyridin-Lésung geht die Kondensation nicht vor sich. 


Gemeinschaftliche Reduktion von Isonitroso.acetessigester und 
Oxymethylen-methyl-aithylketon zu 2.3-Dimethyl-5-carbithoxy- 
pyrrol 

Zu 10g isonitrosiertem Acetessigester werden 9,4 g (1 Mol.) Oxy- 
methylen-methyl-aithylketon-Natriumsalz, gelést in 40 ccm 50-proz. 
Essigsiure zugegeben und portionsweise 11 g Zinkstaub eingetragen. Zur Ver- 
vollstindigung der Reaktion und zur Auflésung des noch ungelésten Zinkstaubes 
wird etwa 10 Min. gekocht. Bei dem EinflieBen der Lésung in Eiswasser fallen 
dunkelgelbe, krist. Flocken aus, die aus Methanol farblose Prismen vom Schmp. 
128° liefern. Fiir das 2.3-Dimethyl-5-carbithoxy-pyrrol, dargestellt aus dem 
2.3-Dimethyl-pyrro] durch Einfiihrung des Carbithoxyrestes nach Grignard”, 
ist der Schmp. 114° bekannt. Durch Sublimation und Umkristallisation des 
Praiparates wurde der konstante Schmp. 116° erreicht. Der Mischschmelzpunkt 
ergab sich zu 120° (keine Depression). Ausb. 2,8 g. Die Ehrlichsche Reaktion 
ist in der Kalte negativ, nach langerem Erhitzen positiv. 

Zur Analyse wurde das Rohprodukt sublimiert und aus Methanol umkri- 
stallisiert. 

5,230 mg Sbst. (bei 70° i. V. getr.): 12,401 mg CO,, 3,686 mg H,O; — 
3,586 mg Sbst.: 0,271 ccm N, (17°, 721 mm). 


C,H,;0.N (167,20). Ber. C 64,65, H 7,84, N 8,38. 
Gef. C 64,67, H 7,89, N 8,44. 


Der Grund fiir die Differenz in den Schmelzpunkten der Priparate aus alter 
und neuer Darstellung ist wahrscheinlich darin zu suchen, da8 bei der Einfiih- 
rung der Carbithoxygruppe in das 2.3-Dimethyl-pyrrol nach Grignard auch 
etwas N-Carbithoxy-pyrrol gebildet wird, das durch Sublimation und Umkri- 
stallisation schwer zu entfernen ist und eine Depression des Schmelzpunktes 
verursacht, 


Oxymethylen-methyl-aithylketon-Natriumsalz 
CH,-CO-CH,-CH, + HCOOC,H, = CH,-CO-C:CHOH + C,H,OH 
| 
CH, 


Zu 5,1 g (1 At.) metallischem Natrium in 50 cem absol. Ather 148t man ein 
Gemisch von 16,7 g (1 Mol.) Methylaithylketon und 17,3 g (1 Mol.) Amei- 
sensiureithylester zutropfen. Bei Ansatz einer gréBeren Menge mu8 evtl. 
etwas gekiihlt werden. Nach vollendeter Reaktion wird das gelbliche Natrium- 
salz abgesaugt, mit Ather gewaschen und im Exsiccator aufbewahrt. Ausb. 19 g. 
Die alkoholische Lésung gibt mit Eisenchlorid eine tiefviolette Farbung. 








Miinchen Techn. Hochschule 1925. 








17 H. Beller, Diss. 
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Gemeinschaftliche Reduktion von Isonitroso-acetessigester und 
a-Oxymethylen-diithylketon zu 3-Methyl-2-aithyl-5-carbathoxy- 
pyrrol ; 

Zu 10g isonitrosiertem Acetessigester werden 10,5g (1 Mol.) 
Oxymethylen-diathylketon-Natriumsalz, gelést in 40cem 50-proz. Es- 
sigsiure, zugegeben und mit 11 g Zinkstaub reduziert. Zuletzt wird noch 10 Min. 
gekocht, wobei das gebildete Pyrrol als gelbes Ol auf der Lésung schwimmt. Bei 
dem EingieBen der Lésung in Eiswasser fallt eine gelbe, kristallinische Masse 
aus, die auf Ton getrocknet wird. Farblose Prismen aus Methanol, Schmp. 79°. 
Ausb. 2,5 g. Die Ehrlichsche Reaktion ist in der Kalte negativ, nach langerem 
Erhitzen positiv. 

Zur Analyse wurde das Rohprodukt sublimiert und aus Methanol um- 
kristallisiert. 

4,202 mg Sbst. (bei 60° i. V. getr.): 10,211 mg CO,, 2,963 mg H,0; — 
3,828 mg Sbst.: 0,262 com N, (17°, 721 mm). 


C4oH,;0.N (181,23). Ber. C 66,27, H 8,34, N 7,73. 
Gef. C 66,27, H 7,89, N 7,64. 
a-Oxymethylen-diathylketon-Natriumsalz 
C,H; -CO-CH,-CH,; + HCOOC,H,; = C,H;-CO-C:CHOH + C,H,OH 
; | 
CH, 

Zu 5 g Natrium in 50 cem absol. Ather gibt man tropfenweise eia Gemisch 
von 16,1 g (1 Mol.) Ameisensaéureathylester und 18,7 g (1 Mol.) Diathyl- 
keton. Nachdenh man einige Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen 
hat, wird abgenutscht, mit Ather gewaschen und das hygroskopische Natrium: 


salz im Exsiccator getrocknet. Ausb. 18 g. Mit Eisenchlorid gibt die alkoholische 
Lésung tiefviolette Farbung. 


Abbau des 2.3-Dimethyl-5-carbithoxy-pyrrols zu 2.3-Dimethyl- 
pyrrol 

3 g 2.3-Dimethyl-5-carbithoxy-pyrrol werden mit 12 ccm 70-proz. 
Schwefelsiure auf dem siedenden Wasserbad erhitzt, bis alles gelést und die 
Kohlensiureentwicklung beendet ist. Unter Kiih!ung wird mit fester Soda al- 
kalisch gemacht, das gebildete Pyrrol mit Wasserdampf abgetrieben und in Ather 
aufgearbeitet. Das Ol zeigt mit Ehrlichschem Reagens in der Kalte intensive 
Rotfairbung. Mit atherischer Pikrinsiure fillt ein gelbes Pikrat, das aus Methanol 
umkristallisiert wird. Gelbe Nadeln. Schmp. 144°. 


4,266 mg Sbst. (bei 70° i. V. getr.): 0,637 com N, (15,5°, 724 mm). 
C,,H2,0;N; (419,39). Ber. N 16,70, Gef. N 16,83. 


2.3-Dimethyl-4-acetyl-5-carbithoxy-pyrrol 
(Acetylierung von 2.3-Dimethyl-5-carbithoxy-pyrrol mit Essigsiureanhydrid 
und Stannochlorid) 

1 g 2.3-Dimethyl-5-carbithoxy-pyrrol wird in 4cem Essigsaure- 
anhydrid auf dem siedenden Wasserbad gelést und mit 120 mg Stanno- 
chlorid versetzt. Nach 15 Min. wird abgegossen und die briunliche Lésung er- 
kalten gelassen, wobei man das Acetylpyrrol in durchsichtigen Prismen erhilt, 
die aus Methanol umkristallisiert werden. Schmp. 137°. Det Mischschmelzpunkt 
mit 2.3-Dimethyl-4-acetyl-5-carbithoxy-pyrrol, das aus 2.3-Dimethyl- 
5-carbithoxy-pyrrol alter Darstellung mit Acetylchlorid in Gegenwart. von 
Aluminiumchlorid? erhalten worden war, ergibt keine Depression. Essigsiure- 
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anhydrid mit Stannochlorid erwies sich als giinstigeres Acetylierungsmittel als 
Acetylchlorid.mit Aluminiumchlorid; man erhalt sofort den reinen, schén kri- 
stallisierten Acetylkérper, wihrend man im anderen Fall erst nach é6fterem Um- 
kristallisieren den reinen Kérper bekommt, da er urspriinglich immer etwas 
unumgesetztes Ausgangsmaterial enthailt. Ausb. 0,7 g (50% d. Th.). 


2.3-Dimethyl-pyrrol-carbonsaure-(5) 


1 g 2.3-Dimethyl-5-carbithoxy-pyrrol wird in 10 cem Alkohol ge- 
lost, mit einer Lésung von 0,8 g Atzkali in 4 com Wasser versetzt und 2 Stdn. 
zum Sieden erhitzt. Nach dem Abdestillieren des Alkohols wird einmal ausge- 
athert, filtriert, mit Wasser verdiinnt und unter guter Kiihlung verd. Salzsiure 
zugegeben, bis Kongopapier schwach blau gefirbt wird. Die Pyrrolcarbonsaiure 
wird aus Methanol umkristallisiert und im Exsiccator aufbewahrt. Schwach roét- 
lich gefairbte Prismen. Zers:-Pkt. 138°. Ausb. 0,65 g (80% d. Th.). Ehrlichsche 
Reaktion in der Kalte positiv. 

Titration: 0,150 g Pyrrol-carbonsiure verbrauchen zur Neutralisation 
8,9 cem n/10-Natronlauge (Phenolphthalein), entspr. 0,0356 g Atznatron. Von 
167,20 g (1 Mol.) Pyrrolcarbonsiure werden 39,68 g Atznatron (1 Mol.) ver- 
braucht. 


Abbau des 3-Methyl-2-athyl-5-carbithoxy-pyrrols zu 3-Methyl- 
2-ithyl-pyrrol 
Der Abbau erfolgt analog dem Abbau des 2.3-Dimethy]-5-carbithoxy- 
pyrrols. Das erhaltene Ol zeigt in der Kilte mit Ehrlichschem Reagens intensive 
Rotviolettfarbung. Mit itherischer Pikrinsiure gibt das Pyrrol ein Pikrat, das 
aus Methanol gelbe Nadeln vom Schmp. 137° bildet. 


4,120 mg Sbst. (bei 70° i. V. getr.): 0,574 com N, (17°, 728 mm). 
Cz oH.;0,N; (447,44). Ber. N 15,65. Gef. N 15,71. 


3-Methyl-2-dthyl-4-acetyl-5-carbithoxy-pyrrol 


Acetylierung mit Acetylchlorid und Aluminiumchlorid: Zu 1g 
3-Methyl-2-athyl-5-carbathoxy-pyrrol in 10 ccm Schwefelkoblenstoff wer- 
den 1,7 g Acetylchlorid (4 Mol.) und 1,5 g (2 Mol.) feingepulvertes Aluminium- 
chlorid zugegeben. Nach 1-stdg. Erhitzen auf dem Wasserbad wird der iiber- 
stehende klare Schwefelkohlenstoff abgegossen und der Riickstand mit Wasser 
zersetzt, wobei das Acetylpyrrokausfillt, das aus Methanol umkristallisiert wird. 
Farblose durchsichtige Prismen. Schmp. 93°. Ausb. 0,6 g (50% d. Th.). Ehrlich- 
sche Reaktion nach lingerem Erhitzen positiv. 


Acetyiierung mit Essigsiureanhydrid und Stannochlorid: 1 g 
3-Methyl-2-athyl-5-carbithoxy-pyrrol wird in 1 cem Essigsiureanhydrid 
auf dem siedenden Wasserbad gelést und mit 120 mg Stannochlorid versetzt. 
Nach 15 Min. wird abgegossen und die briiunliche Lésung erkalten gelassen. 
Die Kristalle werden mit Ather gewaschen und aus Methanol umkristallisiert. 
Farblose, durchsichtige Prismen. Schmp. 93°. Der Mischschmelzpunkt mit dem 
Acetylpyrrol, das durch Acetylierung mit Acetylchlorid und Aluminiumchlorid 
erhalten worden war, ergibt keine Depression. Die beiden Acetylierungsmittel 
erwiesen sich in diesem Fall, auch in bezug auf die Reinheit des Reaktions- 
produktes, als gleichwertig. Ausb. 0,6 g (50% d. Th.). 

5,321 mg Sbst. (bei 70° i. V. getr.): 12,605 mg CO., 3,576 mg H.0; — 
3,614 mg Sbst.: 0,198 ccm N, (17°, 728 mm). 


C,2H,,0,N (223,26). Ber. C 64,55, H 7,68, N 6,27. 
Gef. C 64,61, H 7,52, N 6,18. 
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3-Methy]-2-athyl-4-[8-chloracetyl]-5-carbathoxy-pyrrol 


1 g Pyrrol wird in 10 cem Schwefelkohlenstoff gelést, mit 2,5 g (4 Mol.) 
Chloracetylchlorid und 1,5 g (2 Mol.) feingepulvertem Aluminiumchlorid 
versetzt. Die Reaktion verliuft triage aol wird durch Erhitzen im Wasserbad 
unterstiitzt. Nach 1 Stde. wird der klare Schwefelkohlenstoff abgegossen und der 
Riickstand mit Wasser zersetzt, wobei rétlich gefarbte Flocken ausfallen. Dic 
Umkristallisation aus Methanol ergibt farblose Nadeln. Schmp. 98°. Der Misch- 
schmelzpunkt mit 3-Methyl-2-Athyl-4-acetyl-5-carbaithoxy-pyrroi ergibt 
sich zu 82°. Die Beailstein-Probe auf Halogen ist positiv. Ausbeute 0,7 g (50%, 
d. Th.). 

4,683 mg Sbst. (bei 50° i. V. getr.): 9,553 mg CO,, 2,574 mg H,O; — 
3,982 mg Sbst.: 0,195 com N, (17°, 728 mm). 


C,2H,,0;NCI (257,71). Ber. C 55,92, H 6,26, N 5,44. 
Gef. C 55,63, H 6,15, N 5,52. 


4-Brom-3-methyl-2-athyl-5-carbithoxy-pyrrol 


1 g 3-Methyl-2-ithyl-5-carbithoxy-pyrrol wird in 2,5 ccm Eisessig 
gelést und mit 9 g einer 10-proz. Brom-Hisessiglésung (1 Mol. Brom) versetzt. 
Nach \% Stde. wird in Wasser gegossen, wobei farblose Kristalle ausfallen. Um- 
kristallisation aus Methanol-Wasser. Farblose Prismen. Schmp. 95°. Ausb. 
1,25 g (90% d. Th.). Ehrlichsche Reaktion auch in der Hitze negativ. Beilstein- 
Probe auf Halogen positiv. 

Die Analyse kam aus zeitbedingten Griinden nicht mehr zur Ausfiihrung. 


4.4’-Dimethyl-5.5’-diathyl-2.2’-dicarbithoxy-pyrromethan 
lg 3-Methyl-2-athyl-5-carbithoxy-pyrrol wird in 5ccm Alkohol 
gelést und mit 5 ccm 40-proz. Formaldehydlésung und 1 cem konz. Salzsdure 
10 Min. im Wasserbad erhitzt. Die heiBe Lésung wird in Eiswasser eingegossen, 
nach langerem Stehenlassen das ausgefallene Pyrromethan abfiltriert und aus 
Methanol umkristallisiert. Farblose Prismen. Schmp. 190°. Ausb. 0,7 g. 


3-Methyl-2-athyl-pyrrol-carbonsadure-(5) 


1g 3-Methyl-2-athyl-5-carbathoxy-pyrrol wird in 3ccem Alkohol 
gelést und mit einer Lésung von 0,5 g Atzkali in 4 cem Wasser 2 Stdn. erhitzt. 
Nach dem Abdestillieren des Alkohols wird einmal ausgeathert, filtriert, mit 
Wasser verdiinnt und die Pyrrolcarbonsiiure mit verd. Salzsiure unter Kihlung 
ausgefallt. Nach Umktistallisation aus Methanol erhalt man fast farblose Pris- 
men. Zers.-Pkt. 128°. Ausb. 0,7 g (80% d. Th.). Ehrlichsche Reaktion in der Kalte 
positiv 

Titration: 0,150 g Pyrrol-carbonsiure verbrauchen zur, Neutralisation 
8,3 cem n/10- Natronlavge (Phenolphthalein), entspr. 0,0332 g Atznatron. Von 
181,23 g (1 Mol.) Pyrrolearbonsiure werden 49,11 g {1 Mol.) Atznetron ver- 
braucht. 


Gemeinschaftliche Reduktion von Isonitroso-acetessigester und 
Oxymethylen-acetessigester zu 2.4-Dimethyl-3.5-dicarbithoxy- 
pyrrol 

Zu 1g isonitrosiertem Acetessigester werden 1,2 g (1 Mol.) Oxy- 
methylen-acetessigester zugegeben und mit 1,1 g Zinkstaub reduziert. 
Bei dem EingieBen der Lésung in Eiswasser fallen kristallinische Flocken aus, 
die aus Methanol farblose, verfilzte Nadeln, Schmp. 136°, bilden. Mischschmelz- 
punkt mit 2.4-Dimethyl-3.5-dicarbithoxy-pyrrol 136°. Ausb. 0,6 g. 
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Gemeinschaftliche Reduktion von Isonitroso-acetessigester und 
Oxymethylen-acetylaceton zu 2.4-Dimethyl-3-acetyl- 
5-carbithoxy-pyrrol 

Zu 1g isonitrosiertem Acetessigester wird 1g Oxymethylen- 
acetylaceton (1 Mol.), gelést in 1,5 ccm Eisessig, zugegeben und mit 1,1 g 
Zinkstaub reduziert. Bei dem EingieBen der Lésung in Kiswasser fallen kri- 
stallinische Flocken aus, die aus Methanol farblose Nadeln geben. Schmp. 143°. 
Mischschmelzpunkt mit 2.4-Dimethy]-3-acetyl-5-carbathoxy-pyrrol 143°. 


Gemeinschaftliche Reduktion von Isonitroso-acetylace Son und 
Acetessigaldehyd-diaithylacetal 


5 g Acetylaceton werden in 25 ccm Eisessig gelést und mit einer Lésung 
von 3,5g Natriumnitrit in 6 ccm Wasser isonitrosiert. Dann werden 8 g 
Acetessigaldehyd-diaithylacetal zugegeben und portionsweise 6 g Zink- , 
staub eingetragen. Nach dem Auflésen des Zinkstaubes in der Hitze wird in 
Eiswasser gegossen. Nach einiger Zeit faillt eine helJbraune, kristallinische Masse 
aus, die nach dem Trocknen bei 80° sublimiert wird. Hellgelbe Nadeln. Schmp. 
99°. Ausb. 0,15 g. Ehrlichsche Reaktion negativ. Lassaigne-Probe auf Stickstoff 
positiv. 

4,694 mg Sbst. (bei 70° i. V. getr.): 10,751 mg CO,, 2,670 mg H,O; — 
4,806 mg Sbst.: 0,594 com N, (19,5°, 734 mm). 

C,oH,,0,N (192,21). Bor. C 62,43, H 6,29, N 14,57. 

Gef. C 62,47, H 6,36, N 13,95. 

Die Mutterlauge des Dimethyl-diacetopyrazins zeigt in der Kilte schwache, 
in der Hitze intensivere Ehrlichsche Reaktion. Die Pyrrolmenge ist jedoch ge- 
ring und konnte bei der fraktionierten Destillation nicht isoliert werden. 


Zur Frage der Bindung des Bilirubins an die Serumproteine 
Von 
Ulrich Westphal und Peter Gedigk 


Aus dem Ciemischen Labo-ato-ium der Medizinischen Unive:sitatsklinix Tibingen 
(Direktor P:of. Dr. H. Bennhold) 


(Der Schriftieitung zugegarg2n am 21. Mazz 1£48) 


Ks ist seit ungefahr 20 Jahren bekannt, daB das Bilirubin im Blut 
in einer Bindung an Eiwei8 vorliegt’. Besonders die Untersuchungen 
von Bennhold?* haben gezeigt, daB dieser Farbstoff, ebenso wie eine 
groBe Anzahl anderer Verbindungen verschicdenartigen Charakters, an 
die Albumine des Serums gebunden wird. Der Beweis wurde durch 
Elektrophoreseversuche mit der damals allein zur Verfiigung stehenden 
Methode, dem Kataphoreseapparat nach Michaelis, erbracht; Ver- 
folgung der Diffusion bilirubinhaltiger Seren in Gelatineschichten hatte 
das gleiche Ergebnis. Die Befunde wurden spater von Pedersen und 


1 E. Forrai u. R. Sivé, Biochem. Z. 189, 162 [1927]. 

2 H. Bennhold, Ergebn. Inn. Med. 42, 273 [1932]. 

8 H. Bennhold, E. Kylinu. St. Ruszny ak, Die EiweiBkérper des Blut- 
plasmas, Dresden u. Leipzig 1938, S. 246 ff. Dort weitere Literaturangaben. 
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Waldenstrém! mit Hilfe des Elektrophoreseapparates nach Tiselius 
sowie durch Sedimentationsversuche in der Ultrazentrifuge bestatigt. 
Ein sicherer Nachweis einer Bindung des Bilirubins an die Globuline 
des Serums gelang in allen diesen alteren Untersuchungen nicht?. 


Die Bindung des Bilirubins an das Serumalbumin hat sich meistens als 
quantitativ erwiesen, auch wenn ein hochgradiger Ikterus mit relativ hohem 
Bilirubinspiegel vorlag*. In seltenen Fillen trat jedoch im nativen Serum auch 
freies Bilirubin auf, das im Elektrophoreseversuch eiweiBfrei dem Albumin 
voraus zur Anode wanderte; es handelte sich hier jeweils um Seren mit extrem 
hohen Bilirubinwerten. Nach Bennhold ist hierbei fiir das Vorliegen des Bili- 
rubins in freier Form wahrscheinlich nicht nur der hohe absolute Gehalt, sondern 
auch eine Verinderung im Albuminanteil des Serums verantwortlich zu machen , 
Neuerdings wurde von Bennhold und Schubert® gefunden, daB das Bilirubin 
auch von Collidon, dem im Periston enthaltenen Kolloid, gebunden wird, das 
gegeniiber einer groBen Anzahl verschiedenartiger Stoffe ahnliche Bindungs- 
verhiltnisse aufweist wie die Serumproteine. 

Eine besonders eingehende Bearbeitung hat das Problem des sogenannten 
, direkten‘’ und ,,indirekten‘‘ Bilirubins im Serum erfahren. Diese beiden Er- 
scheinungsformen des Bilirubins unterscheiden sich dadurch, daB die erste direkt 
mit diazotierter Sulfanilsiure zu einem roten Azofarbstoff kuppelt, die zweite 
aber erst nach Zusatz von Coffein-Natriumbenzoat oder anderen Stoffen, die 
eine Verdrangung des Bilirubins vom EiweiBmolekiil bewirken. Wihrend dic 
Unterschiede zwischen diesen beiden Erscheinungsformen zunichst in einer 
chemischen Verschiedenheit des Bilirubins gesehen wurden, machten Beck- 
mann® sowie spiter Heilmeyer’ durch spektroskopische Untersuchungen 
wahrscheinlich, gaB bei der ,,direkten‘‘ und ,,indirekten‘‘ Reaktion das gleiche 
Bilirubinmolekil vorliegt. Wir iiberzeugten uns von der Richtigkeit dieser An- 
nahme dadurch, daB wir einem normalen Serum reines, eiweiBfreies Bilirubin 
(,, Homburg“) zusetzten und feststellten, da von diesem Bilirubin ein sehr kleiner 
Teil die direkte, die Hauptmenge die indirekte Reaktion zeigte’*. Es erscheint 
nicht vorstellbar, daB unter diesen Bedingungen ein Teil des zugefiigten Bili- 
rubins chemisch so verindert wird, da8 unter grundsitzlicher Erhaltung der 
Kupplungsfihigkeit mit dem Diazoniumsalz ein so verschiedenartiges Verhalten 
erklirbar ware, wie es bei der ,,direkten‘‘ und der ,,indirekten‘‘ Reaktion beo- 
bachtet wird. 

Dirr und Sereslis® sind in wichtigen Untersuchungen iiber die Bilirubin- 
bestimmung auch der Frage des Unterschiedes zwischen ,,direkt reagierendem“ 
und ,,indirekt reagierendem“ Bilirubin nachgegangen und kommen, ebenso wie 
Bennhold®, zu dem SchluB, daB er auf einer verschieden starken Haftfestigkeit 
des Bilirubins an dem Serumalbumin beruht. Diese Bindung soll im Normal- 
serum und beim himolytischen Ikterus relativ fest sein, so daB es nicht zum 
Durchtritt des Bilirubins durch das Nierenfilter kommt, und Haut und Skleren 
keine oder nur eine geringe Gelbfairbung zeigen. Das in dieser Weise fest am 
Albumin haftende Bilirubin kann nach Ansicht der genannten Autoren ® nicht 
zum Azofarbstoff gekuppelt werden, ohne da es vorher (durch Zugabe von 
Coffein oder anderen verdriingenden Stoffen) vom EiweiB abgelést wird. Es 
reagiert ,,indirekt‘‘. Dagegen soll die Haftfestigkeit des Bilirubins an das Serum- 
albumin beim sogenannten hepatogenen Ikterus gering sein; der Farbstoff kann 


4K. O. Pedersen u. J. Waldenstrém, diese Z. 245, 152 [1937]. 

5 H. Bennhold u. R. Schubert, Z. ges. exp. Med. 113, 722 [1944]. 

°K. Beckmann, Verh. dtsch. Ges. inn. Med. 83, 481 [1921]. 

? L. Heilmeyer, Biochem. Z. 223, 352 [1930]; vg]. P. Miilleru. L. Engel, 
diese Z. 202, 56 [1931]. 

t¢ Zur Durchfiihrung der Bilirubinbestimmungen vgl. Anm. 9. 

®* K. Dirr u. N. Sereslis, Z. ges. exp. Med. 104, 337 [1938]. 
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im Harn erscheinen, die starke Verfarbung von Skleren und Haut ist ein Aus- 
druck dafiir, daB das Bilirubin vom Protein des Blutes nicht so fest gehalten 
wird, daB nicht eine relativ starke Adsorption an das Eiwei8 der Haut erfolgte. 
Dem entspricht auch die leichte in-vivo-Oxydierbarkeit des direkt reagierenden 
Bilirubins beim hepatogenen Ikterus, so da8 man klinisch sogar von einem 
,,Biliverdin-Ikterus“ spricht, im Gegensatz zu der mehr goldgelben Hautfarbe 
beim hamolytischen Ikterus. Mit Diazoniumsalz tritt ,,direkte‘’ Kupplung 
zum Azofarbstoff ein. 

Die Ursache fiir die verschieden gro8e Bindungsfestigkeit sehen Dirr 
und Sereslis® in der Qualitit des jeweils vorliegenden Serumalbumins, etwa 
in folgendem Sinne: Bei hepatogenem Ikterus ist Albumin qualitativ verandert, 
so daB die Haftfestigkeit nur gering ist; das direkt positiv reagierende Bilirubin 
stellt ,,ein feines Reagens auf eine Leberschidigung in Richtung EiweiBumbau‘ 
dar. Bei anhepatischem Ikterus entspricht das Albumin beziiglich seiner Bin- 
dungsstirke fiir Bilirubin mehr dem normalen Albumin. 

Fir den Mechanismus der Kupplung des ,,direkt reagierenden“ Bilirubins 
mit der diazotierten Sulfanilsiure nehmen Dirr und Sereslis an, daB hierbei 
zuerst ein ,,Abhingen‘‘ des Bilirubins vom Albumin erfolgt. Diese Ablésung soll 
durch die zugesetzte physiologische Kochsalzlésung oder auch durch die Bestand- 
teile der Diazomischung erfolgen. In besonderen Versuchen wurde gezeigt®, daB 
mit steigendem Zusatz von Kochsalz zu einem Serum die Extrahierbarkeit des 
Bilirubins mit Chloroform ansteigt. Auch hierin sehen die Autoren einen Hin- 
weis dafiir, daB im Fall des ,,direkt positiven Bilirubins‘‘ durch anwesende Salze 
und andere Ionen eine Lésung der Albuminfarbstoffbindung, eine Freisetzung 
des Biliruhbins erfolgt. 

Bei Untersuchungen iiber die Festigkeit natiirlicher und kiinstlicher 
Farbstoff-EiweiBverbindungen machten wir Beobachtungen, die mit 
dieser SchluBfolgerung nicht vereinbar waren. Wir haben daher die 
Unterschiede im Verhalten des ,,direkten‘“‘ und ,,indirekten“ Bilirubins 
naher gepriift, und zwar besonders die Frage, ob im oben geschilderten 
Sinne bei der ,,direkt positiven‘t Probe eine Ablésung des Bilirubins 
vom EiweiB erfolgt. Als Methoden zum Nachweis einer etwaigen Tren- 
nung des Bilirubins vom Serumprotein dienten nur solche, die im Gegen- 
satz zu der Chloroformextraktion eine méglichst groBe Schonung dieser 
Bindung und der Proteine gewahrleisteten ; Elektrophorese und Dialyse 
erschienen uns zu diesem Zweck geeignet. 

Als Untersuchungsmaterial verwendeten wir Serum ikterischer Pa- 
tienten, meist Falle von Hepatitis epidemica. Fir einige Versuche 
dienten auch durch Zusatz von Bilirubin (,,Homburg‘‘) bilirubinreich 
gemachte Seren von Hypertonikern. Der Gehalt der Seren an ,,direkt 
reagierendem“ und gesamtem Bilirubin wurde nach der Methodik von 
Jendrassik und Gréf® in etwas modifizierter Form (Einzelheiten im 
Versuchsteil) bestimmt!®. Dabei wird das Serum ohne Enteiweifung 
mit Coffein-Natriumbenzoat/Natriumacetat-Lésung versetzt und mit 


® L. Jendrassik u. L. Cleghorn, Biochem. Z. 289, 1 [1936]; 289, 438 
(1937]; L. Jendrassik u. P. Gréf, Biochem. Z. 297, 81 [1938]. 

10 Es wire zu begriiBen, wenn in der Literatur ebenso wie im klinischen 
Sprachgebrauch eine klare Unterscheidung zwischen ,,indirektem‘‘ und ,,ge- 
samtem“ Bilirubin getroffen wiirde. Gesamtes Bilirubin = indirekt reagierendes 
+ direkt reagierendes Bilirubin; bei Gegenwart beider Formen ist es unkorrekt, 
einfach von ,,indirektem“ Bilirubin zu sprechen, wenn man Gesamtbilirubin 
meint, d. h. die Menge, die nach maximaler Ablésung vom Serumprotein durch 

11* 
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diazotierter Sulfanilsiure behandelt; der gebildete rote Azofarbstoff 
gibt die Menge des gesamten Bilirubins an. Zur Messung des direkt 
reagierenden Bilirubins wird das Coffeingemisch durch das gleiche Vo- 
lumen physiologischer Kochsalzlésung ersetzt. 

Dirr® hat das Verdienst, mit Nachdruck auf die Uberlegenheit dieses Ver- 
fahrens gegeniiber der urspriinglichen Methodik von Hijmans van den Bergh 
hingewiesen zu haben. Bei dieser wird das EiweiB — ohne Verwendung von 
Coffein — mit Alkohol gefallt und im Filtrat das unter der Wirkung des Alhohols 
freigesetzte Bilirubin durch Diazoreaktion bestimmt. Er sieht die Griinde fiir die 
teilweise auBerordentlich groBen Differenzen zwischen den Ergebnissen der bei- 
den Verfahren in der schon von anderen Autoren" gefundenen Tatsache, daB 
in dem EiweiSniederschlag mehr oder weniger grofe Mengen von Bilirubin 
adsorbiert werden und damit der Bestimmung entgehen. 

Wir konnten ganz entsprechende Befunde auch bei der Verwendung 
der Methodik von Jendrassik und Czike™ erheben, bei der das 
Serum mit Coffein-Natriumbenzoat und Diazogemisch versetzt und nach 
einigen Minuten mit Alkohol enteiweiBt wird. Im Vergleich zu der ohne 
EiweiBfallung durchgefiihrten Bestimmung ® zeigten sich auch hier mehr 
oder weniger stark nach unten abweichende Werte, bei gleichzeitiger, 
zum Teil starker Diskrepanz mit dem klinischen Bilde; auch bei unseren 
Versuchen zeigten sich besonders starke Abweichungen bei hochgradigem 
Ikterus und im Ausheilungsstadium der Hepatitiden?’. 

Die Elektrophoreseversuche (Tab. 3, 4 u. 7) wurden in zwei 
Versuchsserien durchgefiihrt : Einmal wurde das Serum durch Kochsalz- 
lésungen verschiedener Konzentrationen verdiinnt und dann der Elektro- 
phorese unterworfen; in der zweiten Serie wurde das in gleicher Weise 
mit verschieden konzentrierten Kochsalzlésungen versetzte Serum durch 
Zusatz von Diazogemisch diazotiert und dann dem elektrischen Feld 
ausgesetzt. Die Verdiinnungen mit den Kochsalzlésungen wurden in 
demselben Verhaltnis vorgenommen wie bei der obengenannten Be- 
stimmungsmethodik® (Einzelheiten im Versuchsteil, Tab. 3 u. 4). 

Es wurden insgesamt 21 derartige Elektrophoreseversuche 
ohne Diazogemisch (Tab. 3 u. 7) angesetzt, unter Verwendung von 5 
bilirubinreichen Seren, von denen 3 von ikterischen Patienten stammten 
und 2 durch Zusatz von reinem Bilirubin (,,Homburg‘') zu normalem?4 


Coffein-Natriumbenzoat oder andere ,, Verdringungsstoffe‘‘ bei der Diazoreaktion 
erfaBt wird. Das indirekte Bilirubin ist — gesamtes — direkt reagierendes Bili- 
rubin; nur bei Abwesenheit von ,,direkt positivem‘ Bilirubin diirften gesamtes 
und indirektes Bilirubin gleichgesetzt werden. 

u J.S. Thannhauser u. E. Andersen, Arch. klin. Med. 137, 179 [1921]; 
E. Enriques u. R. Sivé, Biochem. Z. 169, 152 [1926]; R. Sivé, Biochem. Z. 
189, 159 [1927]. 

12 LL. Jendrassik u. A. Czike, Z. ges. exp. Med. 60, 554 [1928]; Ausfiih- 
rungsform nach Heilmeyer u. Krebs, Biochem. Z. 223, 352 [1930]. 

18 Dr. F. Riecke beobachtete an unserer Klinik ebenfalls die starken 
Diskrepanzen zwischen der Bilirubinbestimmung nach Jendrassik u. Czike 
und der unmittelbar kolorimetrisch gemessenen, dem klinischen Bilde besser 
entsprechenden Serumfarbe. , 

14 ,,Normal‘ beziiglich der hier interessierenden Eigenschaften. 
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Serum (Hypertoniker) hergestellt waren. Die Konzentration der zu- 
gesetzten Kochsalzlésungen variierte zwischen 0,9 und 4%, in 2 Ver- 
suchen bis zu 6°, NaCl. Das py der Ansitze lag zwischen 7,1 und 8,0. 
Bei Verwendung der hohen Kochsalzkonzentrationen (5 und 6%) resul- 
tierten infolge der groBen Leitfahigkeit der Lésungen und der starken | 
Ionenadsorption derartig langsame Wanderungsgeschwindigkeiten, daB 
in spateren Versuchen auf diese Konzentrationen verzichtet wurde. 

Es lieB sich in keinem Falle der Nachweis von frei, d. h. anodisch 
dem Albumin vorauswanderndem Bilirubin erbringen. Die anodische 
EiweiBgrenze (Albumin) war stets scharf definiert. Das Bilirubin ist 
also auch bei Gegenwart der genannten Kochsalzkonzentrationen voll- 
stindig an Albumin gebunden. 

Wiahrend sich somit auf elektrophoretischem Wege durch Zusatz 
steigender Kochsalzmengen ein Verdrangen des Bilirubins von der Farb- 
stoffeiweiBbindung nicht feststellen lieB, galt die zweite Versuchsserie 
(Tab. 4 u. 7) der Frage, ob bei der Diazotierungsreaktion zur Be- 
stimmung des ,,direkten“ Bilirubins eine Loslésung des Farbstoffes vom 
Protein im Sinne Dirrs® erfolgt. Fiir die hierzu durchgefihrten insge- 
samt 35 Elektrophoreseversuche dienten 8 bilirubinreiche Seren (6 He- 
patitis epidemica, 1 Coma hepaticum, 1 Normalserum (essentielle Hyper- 
tonie) mit Bilirubin versetzt). Die Ansatze (Tab. 4) entsprachen vollig 
denen der ersten Serie, nur wurde jeweils Diazogemisch zugesetzt; das 
Py wurde bei den verschiedenen Versuchen zwischen 4,] und etwa 7,5 
gehalten. 

Das Ergebnis gleicht dem ohne Diazotierung erhaltenen: Es konnte 
in keinem Falle freies, dem Albumin vorauswanderndes diazotiertes 
Bilirubin nachgewiesen werden. Auch das Diazogemisch und die Diazo- 
tierungsreaktion, bei An- und Abwesenheit verschieden konzentrierter 
Kochsalzlésungen, sind also zur Lésung der Albumin-Bilirubin-Bindung 
nicht imstande. 

DaB freies Bilirubin in besonders gelagerten Krankheitsfallen (z. B. 
Morbus Weil) bei der Elektrophorese nachweisbar sein kann, ergibt 
sich aus alteren Untersuchungen von Bennhold, in denen der unge- 
bundene Farbstoff der anodischen Albumingrenze vorauseilte. Eine Ab- 
lésung des diazotierten Bilirubins vom Protein wurde auch bei starker 
Erniedrigung der Wasserstoffionenkonzentration festgestellt: In einem 
Falle, in dem ein py von etwa 8 erreicht wurde, wanderte deutlich 
freier Azofarbstoff anodisch dem Albumin voraus. Versuche bei py- 
Werten bis etwa 7,6 zeigten diese Trennung der Bindung nicht. Es sei 
hierzu erwahnt, daB Stenhagen und Teorell", ebenfalls mit elektro- 
phoretischer Methodik, eine Stabilitat des Albumin-Bilirubinkomplexes 
zwischen py 4,12 und 8,00 fanden. ErwartungsgemaB lieB sich nach 
Coffeinzusatz zu ikterischem Serum frei dem Albumin vorauswanderndes 
Bilirubin feststellen. 


16 KE, Stenhagen u. T. Teorell, Nature (London| 141, 415 [1938]. 
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In einigen Versuchen wurde beobachtet, daB das diazotierte Bili- 
rubin gleichzeitig zur Anode und Kathode wanderte. Durch Schicht- 
entnahmen konnte eindeutig bewiesen werden, daB der Azofarbstoff in 
beiden Fallen an EiweiB gebunden war. Das py lag in diesen Ansitzen 
um 4,1—4,3 (Glaselektrode). Die Elektrophorese hat also bei einer 
Wasserstoffionenkonzentration stattgefunden, bei der ein Teil der Serum- 
proteine als Anion und ein Teil als Kation vorlag; wurde das py auf 
5,7—7,2 erhGht, so lieB sich eine Wanderung des gesamten Farbstoffes, 
an Eiwei8 gebunden, zur Anode beobachten. Eine Auftrennung der 
Albumine in Fraktionen, die nach verschiedenen Richtungen wandern, 
ist nach den Kenntnissen tiber das elektrophoretische Verhalten dieses 
Serumproteins unwahrscheinlich. Dagegen kénnen EiweiBfraktionen des 
Serums mit weiter auseinanderliegenden isoelektrischen Punkten eine 
Wanderung nach verschiedenen Richtungen zeigen; hierfiir kamen 
gegertiber dem Albamin die Globuline in Frage. Es wiirde damit dic 
Annahme einer Bindung des Bilirubins (hier in diazotierter Form) am 
slobulin notwendig sein. Da dies in zahlreichen friiheren Versuchen 
nicht beobachtet*, jedoch auf Grund eines Befundes von Schubert !™ 
angenommen wurde, bedarf die Frage weiterer Klarung '®”. Es sei jedoch 
in diesem Zusammenhang eine Notiz im englischen Schrifttum erwahnt, 
von der wir-nach AbschluB unserer Versuche Kenntnis erhielten, in der 
eine Bindung des Bilirubins an Albumin, aber auch an die a-Globulin- 
fraktion des menschlichen Blutserums angenommen wird!*, 


Als zweite Methode zum Nachweis einer Albumin-Bilirubinbindung 
bei Gegenwart héherer Kochsalzkonzentrationen und bei der Diazotie- 
rung haben wir das Verhalten im Zweikammersystem mit semipermie- 
abler Membran verwendet. Diese Dialyseversuche (Tab. 5, 6 u. 8) 
wurden in analoger Weise wie bei den Elektrophoresen in 2 Serien, ohne 
und mit Diazotierung, durchgefiihrt; auch die Mischungsverhaltnisse 
der Ansatze entsprachen den oben beschriebenen. Als AuBenfliissigkeiten 
dienten Salzlésungen der gleichen Konzentrationen, mit denen das 
Serum verdiinnt war; in einigen Fallen auch destilliertes Wasser, wo- 
durch die Gleichgewichtskonzentration an Ionen erniedrigt wird (Nahe- 
res im Versuchsteil, Tab. 5 u. 6). Die Versuchsdauer betrug im allge- 
meinen 48 Stdn. bei 0O—1°C. 

Es wurden insgesamt 27 Dialysen ohne Diazotierung (Tab. 5 
u. 8) durchgefiihrt. Das verwendete ikterische Serum stammte in 5 Fallen 

~ 188 R, Schubert, Arztebl. f. Norddtschld. 2, 474 [1939]. 

15> Anm. b.d. Korrektur am 24, 7. 48: Inzwischen konnte in Elektro- 
phoresediagrammen nach der Methode von Philpot, die wir der Liebenswiirdig- 
keit von Herrn Dr. E. Wiedemann. Sandoz A.G., Basel, verdanken, unter 
verschiedenen Bedingungen eine B:ndung des B.lirubins an das Albumin sowie 
die a- bzw. B-Globulingruppe des Serums direkt sichtbar gemacht werden. 
Hieriiber werden wir spiter berichte . 

16 N. H. Martin, 26it Meeting of the Biochemical Society, 31. 10. 1947. 
Leider ist uns bisher nur dies kurze Vortragsreferat zuginglich, so daB eine 
Beurteilung noch schwierig ist. 














Bd. 283 (1948) Bindung des Bilirubins an Serumproteine 167 


von Patienten mit Hepatitis epidemica, auBerdem wurde ein Normal- 
serum (Hypertoniker) mit reinem Bilirubin angereichert. Das py der 
Versuche betrug 7—8. In keinem Fall wurde bei der Konzentration der 
physiologischen Kochsalzlésung ein Dialysieren von Bilirubin beobachtet. 
Auch durch Zusatz von Diazoreagens I bzw. II im gleichen Verhaltnis, 
wie es bei der quantitativen Bestimmungsmethodik angewandt wird, lieB 
sich bei der Konzentration der physiologischen Kochsalzlésung keine 
Freisetzung von Bilirubin erreichen. 

Demgegeniiber iiberzeugten wir uns davon, da eiweiBfreie Bili- 
rubinlésungen von entsprechender Konzentration und gleichem py 
schon nach einigen Stunden ein Herausdialysieren deutlich erkennen 
lieBen. Es sei dazu bemerkt, da8 in einer 20-mg-proz. eiweiBfreien Bili- 
rubinlésung bei py, 7—8 betrachtliche Farbstoffanteile ausfallen. Zu- 
satz von Coffein-Natriumbenzoat + Natriumaceta erhéht die Léslich- 
keit und beschleunigt die Dialyse erheblich. 

In 8 Ansatzen mit héheren Kochsalzkonzentrationen lieB sich nach 
2 bzw. 3 Tagen eine geringfiigige Gelb-Griinférbung!’ des Dialysates 
nachweisen, als Zeichen eines erfolgten Durchtritts von Bilirubin. Es tritt 
also bei diesen hohen Elektrolytkonzentrationen eine partielle Trennung 
der Eiwei8farbstoffbindung ein. Gleichzeitig kann man eine Vermehrung 
des direkt reagierenden Bilirubins beobachten (vgl. unten Tab. 1). Die 
Menge dieses freigesetzten Bilirubins ist jedoch viel geringer als der durch 
die direkte Reaktion erfaBte Anteil. Die direkte Kupplungsreaktion zum 
Azofarbstoff erfolgt also unter diesen Bedingungen gréBtenteils mit an 
EiweiB (,,direkt‘t) gebundenem Bilirubin; ein gewisser Bruchteil reagiert 
méglicherweise bei diesen extrem hohen Kochsalzkonzentrationen in ei- 
weiBfreier Form. Uber die GréBe dieses Anteils 1aBt sich aus unseren 
Versuchen nichts aussagen, da die fiir den Augenblick der Kupplungs- 
reaktion geltenden quantitativen Verhaltnisse bei der langen Dialyse- 
dauer durch Entzug des freien Bilirubins aus dem Gleichgewicht ver- 
andert werden. Bei den entsprechenden Elektophoreseversuchen konnte 
kein freies Bilirubin nachgewiesen werden; der durch die hohen Koch- 
salzkonzentrationen freigesetzte Anteil diirfte daher auBerordentlich 
klein sein. 

In entsprechender Weise wurden insgesamt 37 Dialyseversuche 
mit direkt diazotiertem Bilirubin durchgefihrt (Tab. 6u. 8). Es 
kamen 8 verschiedene Serien zur Verwendung (6 Hepatitis epidemica, 
1 Coma hepaticum, 1 Normalserum (Hypertoniker), das mit reinem 
Bilirubin angereichert wurde). In den Versuchen mit physiologischer 
Kochsalzlésung trat bei den iiblichen Versuchszeiten von 48 Stdn. in 
keinem Falle diazotiertes Bilirubin durch die Cellophanmembran, auch 
nicht bei einem Serum mit dem ungewéhnlich hohen Wert von 31,6 mg% 
yesamtbilirubin, von dem 17,4 mg°%% direkt reagierten. Auch bei den 

17 Die Griinfirbung beruht auf der oxydativen Bildung von Biliverdin 
aus Bilirubin, das in eiweiBfreier Form bekanntlich sehr viel leichter von Luft- 
sauerstoff angegriffen wird als im EiweiSverband. 
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héheren Kochsalzkonzentrationen trat aufer bei den beiden Seren mit 
den hézhsten Bilirubinwerten nach 2 Tagen kein Azofarbstoff in die 
AuBenflissigkeit; bemerkenswerterweise zeigten gleiche Serumproben 
gleicher Personen in diesen Dialyseversuchen ohne und mit Diazotierung 
gleichartiges Verhalten. Auch nach langeren Versuchszeiten entsprachen 
die Befunde denen ohne Diazotierung: Bei den héheren Kochsalz- 
konzentrationen zeigte sich nach 2—3 Tagen, in staérkerem MaBe nach 
6 Tagen, Ubertritt von Farbstoff ins Dialysat. Auch in diesen Fallen 
stellte die Menge der permeierten Azoverbindung nur einen Bruchteil 
des gesamten direkt diazotierbaren Bilirubins dar (naheres vgl. Tab. 9 
im Versuchsteil). Zusatz von Coffeingemisch licB wie in der oben be- 
schriebenen Versuchsreihe ohne Diazotierung in wenigen Stunden reich- 
liche Mengen des Azofarbstoffes herausdialysieren, und auch das eiweiB- 
freie diazotierte Bilirubin lieB nach wenigen Stunden starken Farbstoff- 
durchtritt erkennen. In diesem Falle fie] ebenfalls das diazotierte eiweiB- 
freie Bilirubin (Konzentration: 20 mg°/,, p,, 4,5) in deutlichem MaBe 
aus. Die oben gegebene Deutung gilt daher auch fiir die Versuche mit 
Diazotierung. 
Diskussion 
Aus den mitgeteilten Untersuchungen wird der SchluB gezogen, 
daB bei der ,direkten“ Diazotierung keine Trennung des Bilirubins vom 
Serumalbumin erfolgt. Das Ionenmilieu und die einzelnen Stoffe, die 
bei dieser Diazotierung auf das Bilirubin einwirken, sind nicht imstande, 
den Farbstoff aus seiner EiweiBbindung in Freihcit zu setzen; das direkt 
diazotierbare Bilirubin ist wihrend der Bildung des Azofarbstoffes an 
EiweiB gebunden und bleibt es. Damit besteht ein grundsatzlicher 
Unterschied zwischen der Diazotierung des ,,indirekt reagierenden“* und 
des ,,direkten‘' Bilirubins: Im ersten Falle muB das Bilirubinmolckiil 
zur Erlangung der Kupplungsfahigkeit (durch Coffein oder andere ver- 
drangende Verbindungen) vom EiweiB ,,abgehangt‘* werden, so daB es 
im Elektrophoresevcrsuch oder in der Dialyse proteinfrei erscheint; im 
zweiten Fall erfolgt die Diazotierung im Eiweifverband. 


oh Jao LLosth Lean OH enn Joel Jo 


/ v/ 
Spaltung | oder , Bildung von Azofarbstoff 


Durch die Arbeiten von Hans Fischer und seinen Mitarbeitern 
wurde der Mechanismus der Diazctierungsreaktion bei Gallenfarbstoffen 
vom Typus der Bilirubinoide (I) weitgehend aufgeklart!8. Die Autoren 


18 H. Fischer u. G. Niemann, diese Z. 127, 322 [1923]; H. Fischer a. 
E. Loy, diese Z. 128, 66 [1923]; H. Fischer u. J. Miller, diese Z. 132, 102 
{1924]; H. Fischer u. W. H. Haberland, diese Z. 232, 236 [1935]; H. Fischer, 
KE, Plieninger u. O. WeiBbarth, diese Z. 268, 197 [1941]. 
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zeigten in Modellversuchen an synthetischen Pyrromethenen sowie an 
Derivaten des Mesobilirubins, daB das Diazoniumsalz an der mittel- 
standigen Methylengruppe angreift, hier das Molekiil spaltet und mit dem 
Spalts‘iizk, das ein Oxypyrromethen mit freiem a-C-Atom im Pyrrolring 
darstellt, zum Azofarbstoff (II) kuppelt. 

Bei der Diazotierung des direkt reagierenden Bilirubins im 
EiweiBverband mii3te, gleichartigen Reaktionsmechanismus vorausge- 
setzt, die mittelstaindige Gruppierung mit der CH,-Gruppe reaktions- 
fahig, ,,frei‘‘, sein. Das Molekiil riiBte aber an beiden Enden fest an das 
Protein gebunden sein, da sonst Freisetzung durch die Spaltung erfolgen 
wiirde. Es sei in diesem Zusammenhkang erwahnt, daB Barac’® aus 
Ultrafiltrationen und anderen Versuchen schlieBt, daB die Bindung des 
Bilirubins an das Serumalbumin durch die Vinylgruppen erfolgt und 
nicht durch die Carboxylgruppen, die frei und der waBrigen Phase zu- 
gewendet sein sollen. 

Beim indirekten Bilirubin ist der Farbstoff in der Weise fest an das 
Protein gebunden, daB die mittelstandige CH,-Gruppe nicht mit dem 
Diazogemisch reagieren kann. Verdriingende Stoffe wie Coffein bewirken 
eine Abtrennung des Farbstoffmolekiils vom EiweiB, oder zum min- 
desten Kupplungsfahigkeit der Methylengruppe. Denn ob die Ablésung 
des Bilirubins vom Albumin vollstandig ist, oder ob die quantitative 
Diazotierung in Gegenwart von Coffein teilweise auch auf einer Reak- 
tionsfahigkeit von noch eiweiBgebundenem Farbstoff beruht, miissen 
weitere Versuche erweisen. 


Tab. 1. EinfluB der Kochsalzkonzentration auf das direkt reagierende Bilirubin 
(mg%) in verschiedenen Seren 























| |. 
| a | | i | 3% | am | 
Serum | Diaynose | 
| hence direktes Bilirubin 
| | 
Ma. Hepatitis | 
epidemica 14,7 6,8 7,7 8,0 8,6 | 
Wa. | Salvarsane | 
| hepatose 22,6 8,2 9,3 9,6 10,4! 
Ke. | Hepatitis 
| epidemica 9,6 3,4 4,4 4,2 4,2 
| Mii.*) | Hypertonie 26,4 0,0 2,5 2,3 — | 




















#*) Normalserum mit Bilirubin (,,Homburg**) angereichert. 


Es hat sich ferner ergeben, daB man durch Erhéhung der Kochsalz- 
konzentration (Tab. 1) oder durch Verdiinnung des Serums (Tab. 2) 


19 B. Barac, Bull. Soc. Chim. biol. 28, 633 [1946]; C. r. sci. soc. biol., soc. 
belge de biol. 140, 1223 [1946]. 
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eine gewisse Vermehrung des bei der direkten Bestimmung erfaBbaren 
Bilirubins erreichen kann. Im letzteren Falle haben wir durch Einengung 
im Ultrafiltrationsapparat das urspriingliche Verhaltnis zwischen in- 
direktem und direktem Bilirubin wieder hergestellt. Unter Beriicksich- 
tigung unserer Elektrophoreseversuche, in denen bei den gleichen Koch- 
salzkonzentrationen kein freies Bilirubin nachgewiesen werden konnte. 
méchten wir schlieBen, daB durch die erhéhte Elektrolytkonzentration 
ein Ubergang von ,,indirektem‘ in ein ,,direktes‘t Bilirubin bewirkt 
wird. Aus den Dialyseversuchen allein liBt sich diese Frage nicht schliis- 
sig beantworten. 


Tab, 2. EinfluB der Verdiinnung und Wiedereinengung auf das direkt reagierende 
Bilirubin (mg%); Serum Gr., Hepatitis epidemica 


























Verdiinnung Konzentrierung 
a eae } 
Si i | | Vercleichs- auf 1:8 verdiinn- 
Verdiinnungsgrad A Mit i “eT tes Serum, | 
verdiinnt | serum | Ae 
ultrafiltriert 
Gesamtbilirubin | 15,3 16,4 16,7 | 15,7 8,9*) 9,9*) 
direktes Bilirubm | 7,1 8,2 | 9,6 | 10,4 1,6*) | 5,1*) 
Prozentsatz des dir.” | 
Bil. vom Gesamt- | | 
| Bilirubin | 16,4% | 50,0% | 57,4% | 66,2% 51,7%*) | 51,5%*) 
| i | 














*) Die Ultrafiltration wurde nicht bis zur urspriinglichen Konzentration durchgefihrt. 


Die verschiedenen Erscheinungsformen des Bilirubins im Serum 
kénnte man demgemaB in folgender schematischer Weise durch rever- 
sible Ubergange miteinander verkniipft denken: 











5 Verdiinnung i : Pipes 
Indirektes NaCl-Erhéhung Direktes 
Bilirubin <— Bilirubin 
Eee ee ee 
Co ; e 
Lf ase 
Ly Freies | 9° 
ig cp Bilirubin | Karon 
Sep, Ne L od o 
wen, a ” 





Dieses Schema und die angegebenen Versuche zeigen deutlich, daB 
das Verhaltnis von indirektem zu direktem Bilirubin keine absolut 
giiltige GréBe ist, sondern durch Definition der Bedingungen bei der 
Messung festgelegt wird. 
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Beschreibung der Versuche 
1. Zur Methodik der Bilirubinbestimmung 


Die Bestimmungen wurden im wesentlichen nach der Methodik von Jen- 
drassik-Cleghorn und Gréf® durchgefihrt; die Abweichungen bestanden 
in der Verwendung einer geringeren Natriumacetatkonzentration und im Zusatz 
von Diazoreagens I zur kolorimetrischen Vergleichslésung bei der ,,direhten“ 
Bestimmung. Durch die letztgenannte MaBnahme erreichten wir eine ungefahr 
gleiche Wasserstoffionenkonzentration in der MeB- und Vergleichslésung, damit 
eine etwa infolge des Siurezusatzes (Diazo I) auftretende Triibung durch die 
Vergleichslésung kompensiert wurde. 

Die Coffeinmischung hatte also folgende Zusammensetzung: 50,0 g Coffein- 
Natriumbenzonat DAB 6 (Boehringer) + 30,0 g krist. Natriumacetat wurden 
unter gelindem Erwarmen in doppelt destilliertem Wasser gelést und auf 400,0 cem 
aufgefiillt. — Zusammensetzung der MeBlésung bei der ,,direkten‘‘ Bestimmung: 
1,0ccm Serum + 3,5 ccm physiologische Kochsalzlésung + 0,5 ccm Diazoge- 
misch. Zusammensetzung der dazu gehérigen Vergleichslésung: 1,0 cem Serum + 
3,5 cem physiologische Kochsalzlésung + 0,5 cem Diazo I. Die Berechnung er- 
folgte nach der Formel: 6,34 x k = mg% Bilirubin fiir 1,0 cm Schichtdicke. 

Von der Zuverlissigkeit dieser Methodik iiberzeugten wir uns durch Ver- 
gleichsbestimmungen an reinem krist. Bilirubin. Dieses wurde aus Bilirubin 
,,Homburg“, das sich als relativ rein und eiweiBfrei erwies, durch Umkristalli- 
sation aus Chloroform in Kohlendioxydatmosphire in mikroskopisch einheit- 
lichen Kristallen gewonnen®°. 


Tab. 3. Elektrophoresen ohne Diazogemisch. Prot. Nr. 121. Serum Ra., Hepatitis 
epidemica. Gesamtbilirubin 31,6 mg-%; direktes Bilirubin 17,4 mg-%. Ergebnis: 
kein freier Farbstoff 























Zusammensetzung der Spannung | Eiweibgrenze 
: . zwischen | ,, | bei Versuchsende 
Elektrophoreseansatze Versuchs- Py 
anod. und | “4, phe | (mm) 
auer es 
kath. in Std aii 
Mittel- Seiten- eS ae ee 
| fliissigkeit fliissigkeit in Volt | — seas 
| 2,0 cem Serum | | 
+ 7,0 com | | 
0,9-proz. 0,9-proz. | 
NaCl-Lsg. NaCl-Lsg. 75 | 8 Bee: 65 — 35 
2,0 cem Serum] 2,0 com 0,9- | | 
-+ 7,0 com proz. + 
2-proz. 7,0 ccm 2-proz. | | 
NaCl-Lsg. NaCl-Lsg. 60 8 | 7,86 | +50 — 25 
| 
| 2,0cem Serum} 2,0 ccm 0,9- 
| + 7,0 ccm proz. + | 
3-proz. 7,0 cem 3-proz. 
| NaCl-Lsg. NaCl-Lsg. 55 8'/, 7,99 | +60 {; —40 
| 2,0cem Serum] 2,0 cem 0,9- | 
| -- 7,0 cem proz. + | 
| 4-proz. 7,0 com 4-proz. | 
| NaCl-Lsg. NaCl-Lsg. 40 2% 8,01 | - 40 | - 35 




















* Fischer-Orth, Chemie des Pyrrols, Bd. II/1 [1937], S. 634 ff. 











172 U. Westphal und P. Gedigk Bd. 283 (1948) 


la. Herstellung bilirubinreicher Sera in vitro 
Das krist. Bilirubin (z. B. 15,0 mg) wurde in 10,0 cem n/10-NaOH ohne Er- 
warmen aufgelést. Von dieser Lésung wurden je nach der gewiinschten Bilirubin- 
konzentration 0,5—2,0 cem zu 10,0 ccm Serum zugesetzt. Die hierbei zugegebene 
Natronlauge wurde durch eine aquivalente Salzsiuremenge -genau neutralisiert 
und dabei gleichzeitig das Volumen auf 12,5 ccm aufgefiillt. 


Tab. 4. Elektrophoresen mit direkt diazotiertem Bilirubin. Prot. Nr. 129. Serum 
Ma., Hepatitis epidemica (Tbe. pulmon., Diabetes mell.). Gesamtbilirubin 
14,7 mg-%, direktes Bilirubin 6.8 mg-%. Ergebnis: kein freier Farbstoff 





Spannung | Eiwei®grenze 
zwischen Versuchsende 
= dauer des (mm) 
Mittel- Seiten- Sehenkel | Btdn. | Ansatees iii Kathode 
fliissigkeit fliissigkeit in Volt : 


Zusammensetzung der 


| Elektrophoreseansatze Versuchs- Pu 











2,0 com Serum 
+ 7,0 ecm 
0,9-proz. 
NaCl-Lsg. | | 
+ 1,0cem |  0,9-proz. : | 
Diazogemisch | NaCl-Lsg. 90 8 4,24 + 32 | +- 40 
| 
| 
| 























+ 7,0cem | 
0,9-proz. , 
NaCl-Lsg. | 
+ 1,0cem | | | 
Diazogemisch | | | 
+ 2 Tropfen | 0,9-proz. 
n-NaOH | NaCl-Lsg. 80 | 7/, 5,17 +27 | +0 
| 


2,0 cem Serum | 
+ 7,0cem | 3,0ccem 0,9- 


j | 
2,0 cem Serum | | 








2-proz. | proz. 
NaCl-Lsg. | + 7,0cem | 
+ 1,0cecem | 2-proz. | 
| Diazogemisch | NaCl-Lsg. 80 | 8 | 1,13 | + 30 | + 15 
2,0 ecm Serum | 
+ 7,0cem | 3,0cem 0,9- | 
3-proz. | proz. | 
NaCl-Lsg. + 7,0 ccm | 
+ 1,0cem | 3-proz. | 
Diazogemisch | NaCl-Lsg. 70 8 | 4,39 -12 | +415 
2,0 cem Serum | | | 
| 7,0 ccm 3,0 ccm 0,9- 
4-proz. | proz. | 
NaCl-Lsg. | + 7,0 ccm | 
+ 1,0 ccm | 4-proz. H 
Diazogemisch | NaCl-Lsg. 70 8 4,17 + 25 + 18 




















2. Elektrophoreseversuche 
Alle Versuche wurden mit dem Kataphoreseapparat von Michaelis mit 
den Abinderungen nach Theorell und nach Bennhold? durchgefithrt. Das 
verwendete Modell besaB in seinem Mittelteil ein Fassungsvermégen von unge- 
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fahr 7.5 ccm. Die Temperatur des Thermostaten war die des Raumes, sie wurde 
nicht geregelt. Als Stromquelle diente das Gleichstromnetz von 220 Volt. Die 
Spannung zwischen dem anodischen und kathodischen Schenkel des Apparates 
war bei den einzelnen Versuchen verschieden, die Werte lagen zwischen 40 und 
90 Volt. Diese Unterschiede sind vor allem auf die wechselnden Kochsalzkonzen- 
trationen, auBerdem auf ungewohnlich hohe Netzschwankungen (bis 20%) zu- 
rickzufiihren. Da wechselnde Geschwindigkeiten in der Wanderung der einzelnen 
Serumproteine fiir das vorliegende Problem ohne Bedeutung sind, wurde auf die 
Einhaltung einer bestimmten Versuchsspannung kein Wert gelegt. Bei allen 
Versuchen dieser Arbeit wurde das Py zuerst mit Indikatorpapier (Bayer) er- 
mittelt, spiiter stets mit der Glaselektrode gemessen. 


Tab. 5. Dialysen ohne Diazogemisch. Prot. Nr. 122. Serum Ra., Hepatitis epi- 
demica. Gesamtbilirubin 31,6 mg-%, direktes Bilirubin 17,4 mg-%. Es wurde 
48 Stdn. bei + 1° dialysiert 








Dialysenar satz Pu 
des Ergebnis 
Innenlésung Aubenlésung Ansatzes 








2,0eem Serum 























+ 7,0 cem 0,9-proz. 0,9-proz. 
NaCl-Lsg. NaCl-Lsg. 7,73 Kein Farbstoffdurchtritt 
2,0cem Serum 
+ 7,0ecem 2-proz. 2-proz. | Geringfiigige Griinfarbung 
NaCl-Lsg. Na(l-Lsg. | 7,86 des Dialysates 
2,0cem Serum | 
+ 7,0 cem 3-proz. 3-proz. 
NaCl-Lsg. NaCl-Lsg. | 2,99 dto. | 
2,0cem Serum | 
+ 7,0 cem 4-proz. 4-proz. Deutliche Griinfirbung | 
NaCl-Lsg. NaCl-Lsg. 8,01 des Dialysates 

















2a. Versuche ohne Diazotierung 

Die Zusammensetzung der Untersuchungslésungen (= Mittelfliissigkeit) er- 
gibt sich aus dem in Tab. 2 ausfiihrlich dargestellten Beispiel, aus dem auch die 
weiteren Einzelheiten zu entnehmen sind. Als Seitenfliissigkeiten wurden in den 
Ansitzen bei der Konzentration physiologischer Kochsalzlésung entweder diese 
selbst oder entsprechende Ringerlésung verwendet. Bei den héheren Salzkonzen- 
trationen wurde das spezif. Gewicht der Mittel- und Seitenfliissigkeit beachtet; 
auf genaue Einstellung der Leitfaihigkeit kam es bei diesen einfachen Elektro- 
phoreseapparaten nicht an. Als zweckmiBig stellte es sich heraus, ein gleiches 
Mischungsverhiiltnis wie bei der Mittelfliissigkeit herzustellen, indem statt 
Serum das gleiche Volumen physiologischer Kochsalzlésung mit der entsprechend 
konzentrierten Kochsalzlésung vermischt wurde. Die Unterschiede in der Leit- 
fahigkeit dieser beiden Lésungen waren minimal; die Dichte war in hinreichendem 
MaBe ausgeglichen. 

2b. Versuche mit Diazotierung 

Die Zusammensetzung der Mittelfliissigkeit und weitere Einzelheiten gehen 
aus dem in Tab. 3 ausfiihrlich dargestellten Beispiel hervor. Fir die Seiten- 
lésungen gilt das unter 2a fiir die Versuche ohne Diazotierung Gesagte. In einigen 
Fallen, in denen es bei der Betrachtung mit bloBem Auge zweifelhaft schien, ob 
freier Azofarbstoff der anodischen Albumingrenze vorauseilte, lieB sich dies 
durch Kolorimetrie der betreffenden Schicht im Pulfrich-Photometer mit Sicher- 
heit ausschlieBen. 
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3. Dialyseversuche 


Alle Dialysen wurden durch Einhingen von Cellophanschlauchen in Becher- 
gliser von 100 ccm Inhalt durchgefiihrt. Das Volumen der Innenfliissigkeit be- 
trug 9 bzw. 10 ccm, das der AuBenlésung etwa 30 ccm. Die Temperatur schwankte 
von 0—1°C, Dauer meist 48 Stdn., bis zu 6 Tagen. 


3a. Versuche ohne Diazotierung 


Die Einzelheiten sind aus dem in Tab. 5 aufgefiihrten Beispiel zu entneh- 
men. Die geringen Mengen griinen Farbstoffes, die nach langen Versuchszeiten 
in einigen Ansitzen mit hohen Kochsalzkonzentrationen in die AuBenflissigkeit 
dialysierten, erwiesen sich als nicht mehr diazotierbar, es war also praktisch die 
gesamte Menge bereits zu Biliverdin oxydiert. 


3b. Versuche mit Diazotierung 


Tab. 6 zeigt die Daten dieser Versuchsserie an einem Beispiel. An diesem 
Serum wurde genauer untersucht, wieviel von dem direkt reagierenden Bili- 
rubin nach langen Versuchszeiten (6 Tagen) eiweiBfrei im Dialysat nachweisbar 
war. Das Ergebnis zeigt Tab. 9; es ergab sich, daB bei dem Ansatz mit physio- 
logischer Kochsalzlésung, der nach 48 Stdn. noch den gesamten Farbstoff an 
Eiwei8 gebunden enthielt, nach 6 Tagen 17% des direkten Bilirubins in die 
AuBenfliissigkeit gewandert war. 


Tab. 6. Dialysen mit direkt diazotiertem Bilirubin. Prot. Nr. 122. Serum Ra., 
Hepatitis epidemica. Gesamtbilirubin 31,6 mg-%, direktes Bilirubin 17,4 mg-%. 
‘Es wurde 48 Stdn. bei + 1° dialysiert 

















Dialysenansatz Py | | 
des Ergebnis | 
Innenlésung AuBenlésung Ansatzes | | 
| 
| 
2,0 eem Serum Nach 48 Stdn. kein Farbstoff | 
+ 7,0 cem 0,9-proz. durchtritt. Nach 6 Tagen | 
NaCl-Lsg. +- 1,0 ccm 0,9-proz. Farbstoff im Dialysat nach-| 
Diazogemisch NaCl-Lsg. 4,21 weisbar (s. Tab. 9, Versuchsteil 
2,0cem Serum Bereits nach 48 Stdn. deutliche 
+ 7,0cem 2-proz. totfirbung des Dialysates, 
| NaCl-Lsg. + 1,0 ecm 2-proz. Messung des nach 6 Tagen 
Diazogemisch NaCl-Lsg. 4,17 durchgetretenen Farbstofies 
| | s. Tab. 9 
| 2,0 ecm Serum 
+ 7,0 ccm 3-proz. 
NaCl-Lsg. + 1,0 ccm 3-proz. | 
| Diazogemisch NaCl-Lsg. 4,24 dto. 
|  2,0cem Serum | 
+- 7,0 cem 4-proz. | 
NaCl-Lsg. + 1,0 cem 4-proz. 
Diazogemisch NaCl-Lsg. | 4,13 dto. 
| 














4. Bilirubinbestimmungen bei erhéhter Kochsalzkonzentration 


1,0 com Serum wurde mit 3,5 ccm der entspr. Kochsalzlésung versetzt und 
anschlieBend die Bilirubinbestimmung in der angegebenen Weise durchgefiihrt. 
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5. Bilirubinbestimmung im verdiinnten und wieder konzentrierten 
Hepatitis-Serum (Tab. 2) 


Die Verdiinnungen des Serums wurden mit physiologischer Kochsalzlésung 
vorgenommen. Die Ultrafiltration des 1:8 verdiinnten Serums (3,0 com Serum 
+ 21,0 ccm physiolog. Kochsalzlésung) wurde im Thiessen-Apparat mit Mem- 
branfilter bei einem Stickstoffdruck von 1 Atii. durchgefiihrt. Das Serum wurde 
nicht wieder bis zur Ausgangskonzentration eingeengt. Kochsalzbestimmungen 
im Ultrafiltrat zeigten, daB im Serum keine Anreicherung dieses Elektrolyten 
stattfand. Ein unverdiinntes Vergleichsserum (s. Tab. 2) wurde durch Dialyse 
gegen physiologische Kochsalzlésung auf etwa den gleichen Verdiinnungsgrad 
gebracht und bei Zimmertemperatur ebensolange aufbewahrt. 


Tab. 7. Elektrophoreseversuche. Ergebnis: kein freier Farbstoff 











Bilirubin- 
eptogel in Konzentration der zur Mittelfliissigkeit 
Prot. | Pa- : mg% : ; is 
Nr tient Diagnose hinzugesetzten Kochsalzlésungen (%). 
y Gesamt.| Dir. Angabe, ob Diazogemisch zugesetzt 
Bil. Bil. 
| 115 Wa. | Sulvarsan- 22,6- 9,7 | 0,9-; 2°; 3-3 4-; 5+ und 6-proz. NaCl-Lsg. 
hepatose Kein Zusatz von Diazogemisch 
125 Ke. | Hepatitis 9,6 3,4 | 0.9; 2- und 3-proz. NaCl-Lsg. 
| epidemica Kein Diazogemisch 
| 124 Ke. | Hepatitis 9,6 3,4 | 0,9-; 2- und 3-proz. NaCl-Lsg. 
epidemica Zusatz von Diazogemisch 
| 100/ Os. Hepatitis 16,5 12,1 | 0,9- und 5-proz. NaCl-Lsg; 0,9-proz. NaCl- 
| 101 epidemica Lsg. + 3 Tropfen n-NaOH; 12,5-proz. Na- 
| Acetatlsg. - Zusatz von Diazogemisch 
| 104 He. | Hepatitis 11,5 6,4 | 0,9-und 5-proz. NaCl-Lsg.; 0,9-proz. NaCl- 
epidemica Lsg.+ 3 Tropfen n-NaOH; 12,5-proz. Na- 
| Acetatlsg. Zusatz von Diazogemisch 
| 110 | Sa. | Hepatitis 18,6 | 11,7 | 0,9-; 2-; 3- und 4-proz. NaCl-Lsg. 
epidemica Zusatz von Diazogemisch 
| 113 Kii. | Essentielle 0,5*) | 0,0*) | Unverdiinntes Serum; 0,9-; 2- und 3-proz. 


Hypertonie 49,2**)| 3,4**)! NaCl-Lsg. 

Kein Zusatz von Diazogemisch 
} 114 Kii. | Essentielle 0,5*) | 0,0*) |0,9-; 2- und 3-proz. NaCl-Lsg. 
| Hypertonie | 49,2**)} 3,4**)| Zusatz von Diazogemisch 


119 Mi. | Hypertonie 0,8*) | 0,0*) | 0,9-; 2-; 3- und 4-proz. NaCl-Lsg. 
26.4**)| 0,0**)| Kein Zusatz von Diazogemisch 























*) Natiirlicher Bilirubingehalt; **) Bilirubingeha!t nach Zusatz von Wilirubin (,,Homburg‘‘). 


6. Dialyseversuche mit eiweiBfreiem Bilirubin 

6a. Dialysen ohne Diazotierung und ohne Coffeinzusatz 

10,0 mg reines krist. Bilirubin wurden in 5 ccm n/10-NaOH gelést und mit 
m/15-Phosphatpuffer von Py 8,0 bzw. 7,0 auf 50 ccm aufgefiillt. Durch Zusatz 
weniger Tropfen n-HCl wurde das Py auf 8,0 bzw. auf 7,0 eingestellt. 20,0 ccm 
dieser Bilirubinlésungen wurden gegen Phosphatpuffer von gleichem Py dialy- 
siert. Innen- und AuBenfliissigkeit wurden mit Paraffin iberschichtet. — Be- 
reits nach kurzer Zeit (1—2 Stdn.) fiel im Dialysierschlauch ein Teil des Bili- 
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Tab. 8. Dialyseversuche 
Sooke | 
Bilirubin- Konzentration dei 
spiegel in | cur Innenfliissig- Ver- 
Prot.| Pa- : mg% keit zuges. ond "| suchs- . , 
2 : Diagnose ; flitssig Ergebnis 
Nr. | tent in Salzlsg. (%) iokeit dauer 
Dir. | Angabe, ob Diazo-| © in Std. 
pon Bil gem. zugesetzt 
Ril. a ae 
98 | Os. | Hepatitis | 16,5 | 12,1] 0,9- und 5-proz. | Aqu. | 44-66] Kein Farbstoif- 
epidemica NaCl-Lsg.; 12.5- | bidest. durchtritt 
proz. Na-Acetat- 
Isg. + 
Diazolsg. I 
98 | Os. | Hepatitis | 16,5 | 12,1 | Coffein-Acctat- | Aqu. 18 Reichlich Farb- | 
epidemica mischung bidest. stoff im Dialysat 
Kein Zusatz von 
Diazogem. 
98 | Os. | Hepatitis | 16,5 | 12,1] 0,9- und 5-proz. | Aqu. | 4-66 | Kein Farbstoff- 
epidemica NaCl-Lsg.; 12,5- | bidest. durchtritt 
oroz. Na-Acetatlsg 
Zusatz von Diazo- 
gemisch 
| 98 | Os. | Hepatitis | 16,5 | 12,1} Coffein-Acetat- | Aqu. | 18 | Reichlich Farb- 
epidemita mischung bidest. stoff im Dialysat 
Zusatz von Diazo- 
gemisch 
102 | IIe. | Hepatitis | 11,5} 6,4] 0,9- und 5-proz. | Aqu. 44 Kein Farbstoff- 
epidemica NaCl-Lsg.; 12,5- | videst. durehtritt 
oroz. Na-Acetatlsg 
+ Diazolsg. I 
102 | He. | Hepatitis | 11,5 | 6,4] Coffein-Acetat- | Aqu. 18 Reichlich Farb- 
epidemica mischung bidest. stoff im Dialysat 
Kein Zusatz von | 
Diazogem. | 
102 | He. | Hepatitis | 11,5] 6,4] 0,9- und 5-proz. | Aqu. 44 | Kein Farbstoff- 
epidemica NaCl-Lsg.; 12,5- | videst. | durehtritt 
»roz. Na-Acetatlsg | | 
Zusatz von Diazo- | 
gemisch | | | 
102 | He. | Hepatitis | 11,5 | 6.4] Coffein-Acetat- Aqu. | 18 | Reichlich Farb- 
epidemica mischung | bidest. | | stoff im Dialysat 
Zusatz von Diazo- | | 
gemisch 
106 | La. | Hepatitis | 7,7 | 3,3] 0,9-; 2-; 3-; 4-; |).9-;2-) 72 | Kein Farbstoff- 
epidemica 5- und 6-proz. | 3-3 4-:| |  duredtritt 
NaCl-Lsg. —{ 5- und| 
Zusatz von Diazo- | 5-proz. | 
gemisch | NaCl- 1 
| Lsg. | | 
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Bindung des Bilirubins an Serumproteine 


Tab. 8. Dialyseversuche (Fortsetzung) 























Diagnose 


Hepatitis 
epidemica 


Hepatitis 
epidemica 


Hepatitis 
epidemica 


Hepatitis 
epidemica 


Hepatitis 
epidemica 


Hepatitis 
epidemica 


Hypertonie 


ilypertonie 





Sein | Konzentration der 
spiegel M | zur Innentfliissig- 
mg% keit zuges. AuBen- 
| Salzlse. (9%) _ | flissie- 
Ge- | pir. Angabe, ob Diazo- _ 
samt.} ;,. 
: Bil. | gem. zugesetzt 
Bil. 
18,6 | 11,7] 0,9-proz. Na-Cl- | 0,9- 
Lsg. + proz. 
Diazolésung Il | NaCl- 
Lsg 
18,6 | 11,7 }2-; 3-; 4-; 5- und] 2-; 3-; 
6-proz. NaCl-Lsg. | 4-; 5-; 
Diazolésung I} | und 
6-proz. 
NaCl- 
Lsg. 
18,6 | 11,7] 0,9-proz. NaCl- 0,9- 
Lsg. proz. 
Zusatz von Diazo-| NaCl- 
gemisch Lsg. 
18,6 | 11.7 }2-; 3-; 4-; 5- und] 2-; 3-; 
6-proz. NaCl-Lsg. | 4-; 5- 
Zusatz von Diazo-| und 
gemisch 3-proz. 
NaCl- 
Lsg. 
9,6 | 3,4 |),9-; 2-; 3- und 4-| 0,9-; 
proz. NaCl-Lsg. | 2-; 3- 
Kein Zusatz von] und 
Diazogemisch t-proz. 
NaCl- 
Lsg. 
9,6 3,4 ]),9-; 2-; 3- und 4-] 0,9 
proz. NaCl-Lsg. | 2-; 3- 
Zusatz von Diazo-} und 
gemisch t-proz. 
NaCl- 
Lsg. 
0,8*)} 0,0*)|),9-; 2-; 3- und 4-]),9-;2-: 
26,4f)| 0,0f)| proz. NaCl-Lsg. |3- und 
Kein Zusatz von | 4-proz. 
Diazogemisch NaCl- 
Lsg. 
0,8*)} 0,0* }),9-; 2-; 3- und 4-1),9-;2-: 
26,47 | 0,0f'] proz. NaCl-Lsg. |3- und 
Zusatz von Diazo- | t-proz. 
gemisch NaCl- 
Lsg. 




















Ver- 
suchs- 
dauer 
in Std. 


Ergebnis 








76 


76 


76 


48 


Kein Farbstoff- 
durchtritt 


Geringfiigige 
Gelbgriintarbung 
des Dialysates 


Kein Farbstofi- 
durehtritt 


Geringfiigige 
Rotblaufarbung 
des Dialysates 


Nach 48 Stdn. in 
seinem Fall Farb- 
stofidurehtritt. 
Nach 6 Tagen nur 
oei 3- u. 4-proz. 
NaCl-Lsg. gering- 
ligiger Farbstofi- 
durchtritt 
Vach 48 Stdn. in 
seinem Fall Farb- 
stoffdurehtritt. 
Nach 6 Tagen nul 
yei 2-; 3- und 4- 
yroz. NaCl-Lsg. et- 
vas Farbstoff im 
Dialysat 
Kein Farbstoff- 
durchtritt 


Kein Farbstoff- 
durchtritt 
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= 
Prot.) Pa- 
Nr. | tient 
109 | Sa. 
109 | Sa 
109 | Sa. 
109 | Sa 
126 | Ke. 
126 | Ke. 

| 

| 

| 119 | Mi. 

| 

119 | Mii. 
e 


‘), 
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rubins aus, der bei Py 7 erheblich gréBer war als bei Py 8. Trotzdem war nach 
einigen Stunden ein Ubertritt von Bilirubin in die AuBenfliissigkeit deutlich 
sichtbar. Die Dialyse wurde 48 Stdn. bei Zimmertemperatur im Dunkeln durch- 
gefiihrt. 
6b. Dialysen ohne Diazotierung mit Coffeinzusatz 

Der Ansatz wurde in vdéllig gleicher Weise durchgefiihrt, nur wurden 
12,5cem des Phosphatpuffers durch Coffein- Natriumbenzoat-Natriumacetat- 
mischung (vgl. Versuchsteil 1) ersetzt. Das Coffein bewirkte eine starke Erhéhung 
der Léslichkeit, so daB nur bei Py 7 eine Ausfillung zu beobachten war. Es er- 
folgte schneller Durchtritt reichlicher Mengen Farbstoff. 

6c. Dialysen mit Diazotierung ohne Coffeinzusatz 

4,0 ccm einer 100 mg-proz. Bilirubinlésung wurden mit 14,0 ecm 12,5-proz. 
Natriumacetatlésung versetzt und mit 2.0 cem Diazogemisch gekuppelt. Durch 
Zusatz von n-HCl wurde das Py auf 4.2 eingestellt. Die Dialyse wurde gegen 
eine gleich konzentrierte Natriumacetatlésung nach Einstellung des gleichen Py 
mit Salzsiure durchgefiihrt. Die iibrigen Versuchsbedingungen waren die gleichen 
wie unter 6a. Durch die erhéhte Wasserstoffionenkonzentration flockte das dia- 
zotierte Bilirubin in betrichtlichem Mafe aus. Dennoch trat schor nach wenigen 
Stunden sehr viel Farbstoff durch die Membran hindurch. 

6d. Dialysen mit Diazotierung und mit Coffeinzusatz 

Der Ansatz wurde in gleicher Weise durchgefiihrt. Die 14 cem Natrium- 
acetatlésung wurden jedoch durch Coffeinacetatmischung ersetzt. Py: 4.4. - 
Trotz des Ausflockens von diazotiertem Bilirubin erfolgte ein schnellerer Farb- 
stoffdurchtritt als ohne Coffein. 


. 
Tab. 9. Dialyse des diazotierten Serums der Tab. 6, nach 6 Tagen 


























Auffenlisung nach 6 ‘agen bei einer verwendeten | 
Innenlésung bei Kochsalzkonzentration von: 
Versuchsbeginn 
0,9% | 2% | 3% | ? 4% 
Gesamt. Direkt. Prozentualer Anteil des freien Bilirubins vom direkt 
Bilir.mg®,| Bilir. mg®% cebundenen: 
| | ; | 
31,6 17,4 17,2% | 25.7% | 45,7% 48,6% 
Zusammenfassung 


1. Mit Hilfe von Elektrophorese- und Dialyseversuchen an bilirubin- 
reichen Seren wurde festgestellt, daf das Bilirubin bei der ,,direkten“ 
Reaktion am Serumprotein gebunden bleibt, die Diazotierung also im 
EiweiBverband erfolgt. Es wird geschlossen, daB der Tetrapyrrolfarbstoff 
an den beiden Enden des Molekiils am Protein festhaftet, wahrend die 
mittelstiindige Methylengruppe —- im Gegensatz zum ,,indirekt‘‘ gebun- 
denen —- mit dem Diazoniumsalz reagieren kann. 

2. In Elektrophoreseversuchen, ohne und mit Diazotierung, war bei 
Erhéhung der Kochsalzkonzentration bis auf 6°/, keine Freisetzung von 
Farbstoff nachweisbar. Auch bei der Dialyse im physiologischen Koch- 
salzmilieu lieB sich nach wenigen Tagen keine Dissoziation des Chromo- 
proteids nachweisen; erst bei héheren Kochsalzkonzentrationen bzw. 
langeren Versuchszeiten wurde Farbstoff in der AuBenlésung beobachtet. 








fer 
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3. Durch Verdiinnung ikterischen Serums konnte das _,,direkt‘ 
reagierende Bilirubin schrittweise auf Kosten des ,,indirekt‘‘ gebundenen 
erhéht werden ; diese Verschiebung war reversibel. Auch durch Erhéhung 
der Kochsalzkonzentration im Reaktionsmilieu lieB sich der Anteil des 
, direkt‘ reagierenden Bilirubins relativ vermebren. 


Uber die Carbohydrasen des Gerstenmalzes, 
das ,,Malz-Emulsin“ 
Von 
B. Helferich, S. Demant, J. Goerdeler und R. Bosse * 
Aus dem Chem. Labkorat. der Univ. Leipzig und dem Chem. Institut der Univ. Bonn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. April 1948) 


DaB Gerstenmalz neben seiner wichtigsten fermentativen Wirksam- 
keit, der Spaltung von Starke durch Amylasen, auch einfache Glykoside 
spalten kann, ist schon lange bekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde 
die Wirkung auf a- und f-d-Glucoside und -Galaktoside naher unter- 
sucht und mit den Amylasen, insbesondere bei der Schadigung durch 
Ozon, quantitativ verglichen. 

Zur Darstellung der Fermentpraiparate wurde in bekannter Weise! 
Malz mit Wasser extrahiert, dann wurden die Fermente mit Tannin 
gefallt?. Wie in friiheren Fallen werden so wasserlésliche, von Tannin 
nicht fallbare Beimengungen (Salze, einfache Kohlenhydrate u. a.) ent- 
fernt, ohne daB die Carbohydrasen dabei in ihrer Wirksamkeit leiden. 

Bei der Herstellung der Substrate — Phenol-a- und /-d-glucosid 
und -galaktosid, Vanillin-6-d-glucosid — wurden einige praparative 
Verbesserungen gefunden (s. Versuchsteil). * 

Im Malz-Emulsin sind a- und f-d-Glucosidase nur in geringer Menge 
vorhanden. Die f-d-Glucosidase ist in Lésung und erst recht in 
Trockenpraparaten sehr haltbar, wahrend die a-d-Glucosidase eine 
geringere Haltbarkeit zeigt. Dadurch unterscheiden sich, ebenso wie im 
Si&mandel-Emulsin, diese beiden Fermente voneinander als zwei offen- 
bar verschiedene, trennbare Fermente. Die Geschwindigkeit der Spaltung 
verschiedener Substrate: Phenol-f-d-glucosid, Salicin und Vanillin-f-d- 
glucosid unterscheiden sich etwa im Verhdltnis 1,0 zu 2,2 zu 5,0, also 
der Richtung nach ebenso wie beim Sii®mandelemulsin (1,0 zu 5,15 zu 

* Die Herstellung der Fermentpriiparate und die Untersuchung der Glu- 
cosidasen wurden, einschlieBlich der Gewinnung der Substrate, von Hrn. De- 
mant mitbearbeitet (s. Diss. Demant, Leipzig 1945). Die Galaktosidasen, 
einschlieBlich der Substrate, bearbeitete Hr. Goerdeler, ebenso die Amylasen 
Hr. Bosse. 

1Z.B. R. Weidenhagen, diese Z. 216, 255 [1933]. 

2 Willstaitter u. Pollinger, Liebigs Ann. Chem. 480, 282 [1923]; R. 
Weidenhagen, Z. Ver. dtsch. Zuckerind. 81, 501 [1931]; 88, 505 [1933]; B. Hel- 
ferich u. Mitarb., diese Z. 208, 95 [1932]. 
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39), im AusmaB aber weniger. Das p,,-Optimum der /-d-Glucosidase 
liegt, entsprechend friiheren Ergebnissen*, bei 5,0 (Tab. 3); das der 
u-d-Glucosidase bei 4,74 (Tab. 2). Eine Anreicherung der Glucosidasen 
durch ,,Silberfallung‘‘® konnte bei dem tanningefallten Ferment nicht 
mehr erreicht werden. 

Das py-Optimum der a-d-Galaktosidase liegt bei etwa 5,0 
(Tab. 5). Die Kurve kat kein ausgeprigtes Maximum. Zwischen 4,1 und 
5,5 (Acetatpuffer) ist kaum ein Unterschied feststellbar. Im Gegensatz 
dazu liegt das p,-Optimum der f-d-Galaktosidase ziemlich scharf 
bei 3,8 (Acetatpuffer) (Tab. 6). Auch sonst unterscheiden sich die beiden 
d-Galaktosidasen des Malz-Emulsins als zwei verschiedene, offenbar 
trennbare Fermente. Das Verhaltnis der a-d-Galaktosidase zur f-d- 
Galaktosidase ist im waBrigen Auszug etwa 1 zu 1,8, verschiebt sich aber 
in der Tanninfallung auf etwa 1 zu 8,3. Wieder ist die /-d-Galaktosidase 
wesentlich haltbarer als die a-d-Galaktosidase (Tab. 11). 

Bei.beiden Fermenten kann die Spaltung der Substrate als Reaktion 
erster Ordnung behandelt werden. Ebenso ist die Wirksamkeit bei beiden 
direkt proportional der Fermentkonzentration (Tab. 7 bis 10). 

Es war von Interesse, die f-d-Galaktosidase in ihrer Wirksamkeit 
gegeniiber den f-d-Galaktosiden von Phenol, p-Kresol und o- 
Kresol zu vergleichen. Die Wirkung gegeniiber den drei Substraten ist 
nahezu gleich (Tab. 12). Damit schlieBt sich die 6-d-Galaktosidase des 
Malz-Emulsins dem gleichwirkenden Ferment des Luzerne-Emulsins 
an®, unterscheidet sich dagegen von der /-d-Galaktosidase (und der 
3-d-Glucosidase) des Sii8mandel-Emulsins, die Glykoside des o-Kresols 
auffallend schnell spalten. 

Nach einer alten Beobachtung von Sigmund? und nach spateren 
quantitativen Untersuchungen® sind Carbohydrasen sehr empfindlich 




















Ses Verhiltnis der Wirksamkeit gegen 
Verhaltnis . a leis j 
. Phenol- lésl. Starke 
Nr. der i ped > 
Ozonmenge a-t- ne p-a- vee Jodfa 
°" | galaktosid | galaktosid | gineosid "| Bed.-Kraft | Jodfarbg. 
l 
1. 0 100 100 | 100 100 100 
2. 4 59 61 72 58 61 
3 8 53 15 | 51 26 36 
| 4 12 25 29 28 14 
| 5 16 0 7 20 2 1 
} 
| 6. 20 0 0 | 0 0 | 0 

















Tab. 1. Schidigung von Malz-Emulsin durch steigende Mengen von Ozon. 





3 Pringsheim u. W. Kusenack, diese Z. 140, 304 [1924]. 

1H. Pringsheim u. J. Leibowitz, Biochem. Z. 161, 456 [1925]. 
5 B. Helferich u. 8S. Winkler, diese Z. 209, 272 [1932]. 

6 B. Helferich u. 8. Scheiber, diese Z. 226, 272 (1934). 

7 Chem. Zbl. 1905 II, 839. 

8 B. Helferich u. Mitarbb., diese Z. 229, 112 [1934]; 233, 75 (1935). 
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gegen Ozon. Durch quantitative Verfolgung dieser Ozon-Schaidigung 
wurde festgestellt (Tab. 1), daB die Wirksamkeit des Malz-Emulsins 
gegentiber Phenol-f-d-glucosid, a- und f-d-galaktosid und gegen Starke 
bei steigendem Ozonzusatz recht gleichmaBig abnimmt. Dabei wurde die 
Wirksamkeit gegenitiber Starke sowohl durch Zunahme der reduzierenden 
Gruppen (Saccharogen-Amylase) wie durch das Verschwinden der Jod- 
firbung (Dextrinogen-Amylase) gemessen (Tab. 4, 13 und 14). 

Die vollstandige Zerstérung der 5 Fermentwirkungen tritt demnach 
bei Zusatz bestimmter Ozonmengen fast gleichzeitig ein. Auch der Ver- 
lauf der Schadigung ist, vor allem bei Beriicksichtigung der MeBunsicher- 
heiten, so 4hnlich, daB kaum auf einen Unterschied in der Ozon-Empfind- 
lichkeit geschlossen werden kann. Der ozonempfindliche Teil dieser 
Carbohydrasen (Tryptophan ?)® ist also bei den 5 untersuchten Carbo- 
hydrasen des Malz-Emulsins sehr ahnlich oder identisch. 


Versuche und Belege 
Substrate 

Phenol-f-d-glucosid wurde nach einer etwas abgeiinderten Methode her- 
gestellt. Seine Tetra-acetyl-Verbindung entsteht beim Zusammenschmelzen von 
Phenol, B-Penta-acetylglucose und p-Toluolsulfonsiure®. Statt dieser Saure kann 
sehr einfach auch eine kleine Menge konz. Schwefelsiiure genommen werden, die 
zunichst vermutlich mit Phenol zu Phenolsulfonsiure -reagiert und dann als 
solche kondensierend wirkt. Dabei ist Menge der Schwefelsiure und Zeitdaue 
der Reaktion fiir die Ausbeute entscheidend, damit nicht in der Schmelze zu viel 
der zunichst entstehenden £-Verbindung in die a-Verbindung umgelagert wird. 
Die bisher beste Vorschrift ist die folgende: 

7,5 Tle. (4 Mol.) Phenol werden mit 0,0305 TIn. konz. Schwefelsiiure zusam- 
mengeschmolzen, 7,5 Tle. B-Penta-acetylglucose (1 Mol.) zugegeben und das 
Gemisch auf dem Wasserbad unter Durchleiten eines. schwachen, trockenen 
Luftstromes unter verm. Druck bei 60—80 mm erhitzt. In der gekiihlten Vorlage 
kondensiert sich die abgespaltene Essigsiure. Die hellbraune Schmelze wird nach 

ndensiert gespaltene Essig e Sch 
1'/, Stdn. mit etwa 50 Vol-TIn. Benzol aufgenommen, die Lésung 2-mal mit 
Wasser, dann 8-mal mit 2-n. NaOH (so viel, daB alles Phenol ausgewaschen wird) 
ausgeschiittelt, dann noch 3-mal mit Wasser gewaschen und mit CaCl. kurz ge- 
trocknet. Nach dem Verdampfen des Benzols hinterbleiben 7,3 Tle. — fast 90% d. 
Th. - an Rohprodukt. Umkristallisieren aus etwa dem, doppelten Vol. denat. Al- 
kohols liefert 4,5 Tle. vom Schmp. 124-125° und [a] >: — 26,7° (Benzol), noch- 
maliges Umkristallisieren (ebenso) die reine Substanz vom Schmp. 124-125° und 
[a] D: — 29,2° (Benzol) in einer Ausbeute von 3,2 TIn. (fast 40% d. Th.). Dis 
Entacetylierung nach Zemplén (Methanol mit einer Spur Na-Methylat in det 
Hitze) ergibt 84% d. Th. an freiem Phenol-f-d-glucosid vom Schmp. 172 bis 

g /o g I 

173° und [a] D: — 73,3° (in Wasser; c = 2,25). 

Phenol-a-d-glucosid®: Schmelzpunkt (wasserfrei) 173—174°; [a] 2: 

180,8° (Wasser). 

Vanillin-f-d-glucosid: !°© Die Tetra-acetyl-Verbindung — !a] 2: — 47,9' 
(CHCls, c = 11) — 1aéBt sich wegen der Empfindlichkeit der Aldehydgruppe nut 


® B. Helferich u. Schmitz- Hillebrecht, Ber. dtsch. chem. Ges. €6, 375 
[1933]; Montgomery, Richtmeyer u. Hudson, J. Amer. chem. Soc. 64, 690 
[1942]. 

10 B. Helferich u. Mitarbb., Liebigs Ann. Chem. 518, 222 [1935]. 

\ 
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in schlechter Ausbeute zum freien Glucosid entacetylieren. Die beste Ausbeute 
ergibt schlieBlich noch Na-Methylat in Methanol in der Kalte™. 4,8 g Tetra- 
acetyl-vanillin-6-d-glucosid in 9 ccm Chloroform werden mit 8,5 ccm einer 
Lésung von 0,4 g Na in 20 cem Methanol, deren Gehalt an Na-Ionen titrimetrisch 
genau bestimmt ist, unter Kithlung (Kis-Kochsalz) versetzt und 4 Stdn. in der 
Kaltemischung aufbewahrt. Nach portionsweisem Zusatz von im ganzen 140 ccm 
Eiswasser wird mit etwas weniger als der auf Na-Ionen berechneten Menge n/10- 
Schwefelsiure neutralisiert, die wiBrige Schicht abgehoben und im Vak. zur 
Trockne verdampft. Nach viermaligem Umkristallisieren, zweimal aus 15 bzw. 
6 ccm Methanol, einmal aus 7 ccm Wasser und nochmals aus 10 cem Methanol, 
werden 0,4 g (12,7% d. Th.) Vanillin-8-d-glucosid gewonnen. Schmp. 187—188”. 

Die lufttrockene Substanz enthalt 1 Mol. Kristallwasser: 0,1501 g Sbst.: 
0,0085 g Trockenverlust (65°, 16 mm, P,O,, 18 Stdn.). Ber. H,O 5,42 %, gef. 5,66. 

[a] 5 (wasserfrei): — 89,9° (in Wasser, c = 1). Phenylhydrazon des Gluco- 
sids!#; Schmp. 203—205°. 3,308 mg Sbst.: 0,191 com N, (22°, 755 mm). Ber. 
N 6,92%, gef. 6.49%. 

Phenol-a-d-galaktosid: Schmelzpunkt (wasserfrei, oder bei langsamem 
Erhitzen) 145,5°. [a> (lufttrocken, mit 1 Mol. H,O): + 201° (in Wasser, c = 2). 

Phenol-f-d-galaktosid: Die lufttrockne, aus | Tl..Wasser umkristallisierte 
Substanz enthalt 1/2 Mol. Kristallwasser (bisher in der Literatur nicht erwahnt). 
0,8106 g Sbst.: 0,0271 g Trockenverlust (105°, 2 Stdn. im Trockenschrank). 
Ber. H,O: 3,4%, gef. 3,3. Die getrocknete Substanz nimmt an der Luft das 
Kristallwasser langsam wieder auf: 0,7129 g trockene Sbst.: nach 6 Wochen an 
der Luft bei Zimmertemp. 0,0245 g Gewichtszunahme; ber. fiir 1/2 H,O 0,0251 g. 

Schmelzpunkt, wasserfrei, oder bei langsamem Erhitzen auch der wasser- 
haltigen Substanz: 154,5—155,5°. [a] 3} (lufttrocken, wasserhaltig): — 42,5° (in 
Wasser, c = 3). 

C,2H 604. 2/2 H,O (lufttrocken). Ber. C 54,4; Gef. C 54,34; 54,14; H 6,46; 
6,90; 6,97. 

Der Schmelzpunkt der Substanz ist bisher recht verschieden und meist 
erheblich tiefer angegeben worden. 


Ozon-Lésung 
Ein ozonhaltiger Sauerstoffstrom (10 Siemens-Réhren) wurde unter sorg- 
faltiger Eiskihlung in zweimal destilliertes, durch ein gehirtetes Filter filtriertes 
Wasser bis zur Sattigung eingeleitet. Der Ozongehalt wurde jodometrisch mit 
n/200-Thiosulfat bestimmt. Er wechselte etwas mit der Darstellung, betrug z. B. 
5,9-10°5 g O, im cem, war aber fiir die Dauer des Versuchs praktisch konstant. 
Er wurde nur in Jenaer Gerateglas gearbeitet. 


Fermentpraparate 
Malzextrakt 
560 g gemahlenes Darrmalz (der Brauerei Bauer, Leipzig, und der Malz- 
fabrik K6énig, Dresden*, werden mit 1300 ccm Wasser und 37ccm Toluol 
2'/, Tage auf der Maschine bei Zimmertemperatur geschiittelt. Durch Absaugen 
an der Wasserstrahlpumpe erhailt man etwa 970 com Malzextrakt. 


Tanninferment 

Zu diesem Extrakt wird eine Lisung von 13 g Tannin in 438 com Wasser 
iangsam unter Umriihren zugesetzt. Es fallt dabei ein briunlicher Niederschlag, 
der abzentrifugiert, zweimal mit Wasser angerieben und jeweils erneut zentri- 


1 G. Zemplén, Ber. dtsch. chem. Ges. 59, 1258 [1926]. 
12 Tiemann u. Kees, Ber. dtsch. chem. Ges. 18, 1657 [1885]. 
* Beiden Firmen danken wir verbindlich fiir die Uberlassung des Materials. 
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fugiert wird. Durch mehrmaliges (z. B. viermaliges) Anriihren mit Aceton, 
Zentrifugieren und Dekantieren wird er vollstindig vom Tannin befreit, so da8 
keine Eisenchloridfairbung mehr auftritt. Ausbeute fast 6 g lufttrockenes, braun- 
liches Pulver. Das so hergestellte ,,Tanninferment‘ gibt an Wasser (Anriihren 
erst mit wenig Wasser, dann Verdiinnen je nach der gewiinschten Konzentration, 
1- bis 3-tiigigem Aufbewahren bei etwa + 4° und Filtrieren) 50—70% der Fer- 
mente zu einer klaren gelbbraunen Fliissigkeit ab, deren Gehalt an Trockenriick- 
stand durch Eindunsten einer gemessenen Probe (z. B. 10 ccm) im Exsiccator 
iiber CaCl, bestinrmt wurde. 
Fermentspaltungen 
|. a-d- Glucosidase. 


Substrat: 6-Maltose-monohydrat, 0,5626 g in 10,00 ccm Wasser. Fer- 
ment: WaBriger Extrakt aus 0,3404 g Tanninferment in 22,5 cem Wasser. 
Trockenriickstand 0,0710 g in 10,00 cem. Puffer: m/5-Acetatpuffer. Bestim- 
mungsgemisch: Je 1,00ccm Fermentlésung, Substratlésung und Puffer. 
Temperatur 30,0°. Anfangsdrehung: + 2,23°; Eigendrehung des Ferments: 
— 0,06°; Enddrehung: + 0,98° (bei vollstindiger Spaltung). 


Tab. 2. Bestimmung des py-Optimums. Dauer der Spaltung = 7370 Min. 


Py 3,8 4,1 4,4 4,7 5,0 5,3 5,6 5,9 
+--Drhg. (1-dm-Rohr) 1,96 2,02 1,95 1,88 1,91 1,92 1,92 1,93 
% Spltg. 16,8 12,0 17,6 23,2 20,8 20,0 20,0 19,2 


2. B-d-Glucosidase. 


Substrat: Phenol-f-d-glucosid, 0,0400 g (wasserfrei) in 2,00 com Acetat 
puffer. 30,0° Spalttemperatur. Bestimmungsgemisch: 2,00 ccm Sub- 
strat-Pufferlésung + 1,00 cem Fermentlésung. Abgestoppt nach der Zeit t (Min.) 
mit 0,1 g K,COs. Anfangsdrhg. (1-dm-Rohr): — 0,98°; Enddrhg.: + 0,49°. 


Tab. 3. Best. d. py-Optimums. Ferment: Extrakt aus 0,6808 g Tanninferment 
in 23,0ccem Wasser, Eigendrhg.: —0,04° im #/,-dm-Rohr, Trockenriickstand 
0.1304 g in 10,00 ccm. Zeit 1515 Min. 


Pu 3,8 41 44 . 4,7 5,0 5,3 5,6 5,9 
Drhg. —0,51 0,44 0,14* 0,17* 0,03* 011% 0,21* 0,24* 
%, Spltg. 37,4 422 531 49,0 68,0 57,2 436 39,5 


* im %4-dm-Rohr. 
' 
Ozon-Schidigung der f-d-Glucosidase von Malzemulsin 
(Tanninferment) 

Fermentlésung: Extrakt aus 0,6400 g Tanninferment in 40,00 ccm Was- 
ser. Ozonlésung: Vor der Entnahme der 6 Proben: in 10,00 ccm 5,3-10-4 g 
Ozon (4,45 ccm n/200-Thiosulfat); nach der Probeentnahme: 5,0-10-* g Ozon 
(4,17 cem n/200-Thiosulfat). 


Es wurden die folgenden 6 Mischungen hergestellt: 


1. 2. 3. 4. 5. 6. 
cem Fermentlésung 10,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 
cem Wasser 46,0 19,0 15,0 11,0 7,0 3,0 
cem Ozonlésung 0,0 4,0 8,0 12,0 16,0 20,0 
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Tab. 4. Wertbestimmung der Ozon-geschidigten Fermentlésungen 


(B-d-Glucosidase. ) 


Bestimmungsgemisch: 2,0 com Fermentlésung + 1 ccm Substrat-Lsg. 


Nr. Zeit Drhg. % Spaltg. Wertigkeit 
i. 7023’ - 0,64" 24,2 0,0039 

e; 7068” — 0,73 18,1 0,0028 

3. 7063’ — 0,80 13,4 0,0020 

4, 7056’ — 0,89 7,4 0,0011 

5. 7051’ 19:92 5,4 

6. 7045’ — 0,99 0 0 


Trockenriickstand der Fermentlsg.: 0,0088 g in 10,0 cem. 


3. a-d-Galaktosidase und 4. f-d-Galaktosidase. 


Substrat: Phenol-a-d-galaktosid bzw. -f-d-galaktosid, 0,856 g Mono- 
hydrat der a-Verbindung bzw. 0,828 g Halbhydrat der 6-Verbindung in 20,00 cem 
Wasser. m/5-Acetat-Puffer. Temperatur: 30,0°. Zeit in Stdn. Abgestoppt 
mit 0,2g K,CO,. Bestimmungsgemisch: Je 1,00ccm Substrat-Lsg., Ferment- 
Lsg. und Puffer-Lsg. Anfangsdrhg. (1-dm-Rohr): fiir die a-Verbdg. + 2,83°, fiir 
die B-Verbdg. — 0,57° (Mittel); Enddrg. + 0,75°. Bei der langen Zeitdauer de: 


Spaltversuche wurde stets Toluol zugesetzt. 


Tab. 5. py-Optimum der a-Galaktosidase. 


Tanninferment, 10,2 mg Trockenriickstd. in 5ccm Lsg. Zeit: 72 Stdn. 


Pu “ 3,2 4,1 4,6 49 § 5,2 5,5 5,2* 
Drhg. (1-dm-Rohr) + 2,61 2,56 2,56 2.57 2,57 2,56 2,55 
% Spltg. 8,8 11 11 11 11 11 12 


* Phosphat-Puffer. 


Tab. 6. py-Optimum der f-Galaktosidase. 


Tanninferment, 9,2 mg Trockenriickstd. in 10 ccm. Zeit: ¢ 


Pu = 3,3 30 3,8 1,1 
Drhg. (1-dm-Rohr) 0,09 0,07 0,05 0.04 0.07 
% Spltg. 36 37.89 10 37 


Tab. 7. a-Galaktosidase. Zeitkurve. 


Py 5,0; Tanninferment, 27,9 mg Trockenriickstd. in 5,0 cem; Enddrhg. 


Zeit. Stdn 0 7 25 50 78 120 
Drhg. (1-dm-Rohr) + 2,72 2,58 2,34 2,00 1,82 1,52 
% Spltg. 0 6,7 18 34 13 57 

k .105 7,1 5,7 6,0 5,2 5,1 


Tab. 8. B-Galaktosidase. Zeitkurve. 


Tanninferment, 10,2 mg Trockenriickstd. ind cem Lsg.; 


Zeit. Min. 220 552 865 1372 
Drhg. (1-dm-Rohr) — 0,45 - 0,29 0,15 0,03 
% Spltg. 8 21 31 10) 


k. 104 1,64 1,85 1,85 1,62 


0,00077 
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Tab. 9. a-Galaktosidase. EinfluB der Fermentkonzentration. 
Fermentlésung: Tanninferment, 17,4 mg Trockenrickstd. in 3ccm; py 5,0. 
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Verdiinnung Zeit Drhg. % k.104 k: 
d. Ft.-Lsg. (Tage) Spltg. Verhiltnis 
1:1 1 + 2,49* 18 0,60 7,5 
1:2 2 + 2,43 21 0,35 4,4 
1:4 4 + 2,44 20 0,17 2,1 
1:8 8 + 2.46 19 0,08 1,0 
* Im %4-dm-Rohr bestimmt. 
Tab. 10. ?-Galaktosidase. Einflu& der Fermentkonzentration. 
Tanninferment, 16,1 mg Trockenriickst. in 5cem; py 3,8. 
Verdiinnung Zeit Drhg. % k.104 k: 
d. Ft.-Lsg. (Tage) Spltg. Verhialtnis 
n0- 1:1 1 — 0,04 40 1,54 81 
cn: 1:2 2 — 0,16 St 0,56 2,9 
ypt 1:4 4 — 0,06 39 0,37 1,9 
nt- 1:8 8 — 0,04 40 0,19 1,0 
fiir 
ler Tab. 11. Unterschied in der Haltbarkeit von a- und f-Galaktosidase. Malzextrakt 
0,21 g Trockenriickst. in 5,00 ccm, Spaltzeit: 46,25 Stdn. m/5-Acetat-Puffer 5,0. 
Substrat. Alter der Lsg. Drhg.* % Spltg. 
a-Vbdg. 1 Tag + 2,28** 27 
a-Vbdg. 5 Monate*** + 2,67 V7 
7 B-Vbdg. 1 Tag — 0,22** 26 
Ji B-Vbdg. 5 Monate**#* — 0,29 22 
1 * die erhebliche Ferment-Eigendrhg. ist beriicksichtigt. 
) ** im 144-dm-Rohr bestimmt. 
*** UnterToluol im Eisschrank ‘aufbewahrt. 
Tab. 12. Vergleich der Spaltung von f-d-Galaktosiden des Phenols, 0- und p- 
Kresols (in aiquiv. Lsgn., 40 mg Phenolglykosid in 3 ccm). Tanninferment, 16,1 mg 
Trockenriickst. in 5 ecm; Puffer: m/5-Acetat. py 3,8, Zeit 16 Stdn.; 2,00 cem 
Substrat-Pufferlésung + 1,00 ccm Fermentlsg. Enddrhg.: + 0,75°. 
Substrat. Anfangsdrhg. Drhg. nach ¢ % Spltg. 
Phenol-Vbdg. — 0,57 — 0,20 28 
p-Kresol-Vbdg. — 0,54 — 0,25 22 
o-Kresol-Vbdg. — 0,56 — 0,27 22 
20. Tab. 13. Ozon-Schiidigung der a- und f-Galaktosidase. Ozonlsg. u. Fermentlsg. 


wie Tab. 4. py der Bestimmung beia-Vbdg. 5,0, bei B-Vbdg. 3,8. Zeit bei a-Vbdg. 
240, bei 6-Vbd. 48 Stdn. Anfgsdrhg.: a + 2,96, B — 0.57°. 











1.00 cem einer Msehg. von a-Verbindung B-Verbindung 
Ozon- : Ferment- ees % Wirk- wae % Wirk- 
ass g. %&k i ‘ - 1% Spite. = 
lésung Wasser lésung Drhg o Spltg samoit Drhg o Spltg samkeit 
0 16 10,00 + 2,26] 32 | 100 —0,16} 31 100 
4 19 5,00 2,54 19 59 0,32 19 61 
8 15 5,00 2,59 17 53 0,39 14 45 
12 11 5,00 2,78 8,1 25 0,45 9,1 29 
16 7 5,00 2,96 0 0 0,54 23 4 
5,00 = <2 — 0,57 0 0 












































186 Klaus Schwarz Bd. 283 (1948) 


Tab. 14. Ozonschiédigung der Malz-Amylasen. Fermentlésung wie Tab. 13 u. 4, 


Tanninferment. Ozonlésung wie in Tab. 4; Mischg. mit Ft.-Lsg. u. Wasser wie 
Tab. 13. Substrat: Lésliche Starke ,,Merck“‘, 2-proz. Lésung. Acetat-Puffer, 


5,5 fiir die Saccharogen-Amylase nach Myrbick* und fiir die Bestimmung der 
Dextrinogen-Amylase nach Wohlgemuth". 


Ozonlsg. mg Maltose * % i. es % 
pro Min.* Wirksamkeit 28 Stdn. Wirksamkeit 

0,0 1,598 100 357 100 

4,0 0,978 61 208 58 

8,0 0,571 36 93 26 

12,0 0,102 6,4 50 14 
16,0 0,012 0,8 5,6 1,6 

20,0 _ 0 0 0 


* Mittel aus mindestens 5 Bestimmungen. 


Die Ratten-Eklampsie, eine ambogene Mangelkrankheit* 
Von 
Klaus Schwarz 
Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir med. Forschung, Institut fiir Chemie, Heidelberg? 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. August 1948) 


Die Ratten-Eklampsie als Cystin-Methionin- 
; Mangelerscheinung 

Im Rahmen von Arbeiten iiber ernihrungsbedingte Schadigungen 
der Leber und iiber ,,Leberschutzstoffe‘‘, insbesondere tiber die Wir- 
kung von Tocopherol, haben wir uns 1942-1945 mit einer Stoffwechsel- 
stérung befaBt, welche bei Ratten auftritt, deren EiweiBbedarf tiber- 
wiegend durch Verfiitterung von Trockenhefe gedeckt wird. J. E. 
Weichselbaum® hatte 1935 Symptome beschrieben, die sich ent- 
wickeln, wenn man Ratten cystinfrei ernahrt. Es zeigte sich dabei eine 
schwere Wachstumsstérung; ein groBer Teil der Tiere starb innerhalb 
einiger Versuchswochen an einer schweren Erkrankung, besonders der 
Leber. Die Veranderungen wurden durch Cystin verhindert. Auf die- 
selbe Schadigung stieBen A. Hock und H. Fink‘ bei Verfiitterung 
groBer Mengen von Trockenhefe an Ratten. Wir haben die Ergebnisse 
dieser Autoren in unseren Versuchen, in die auch das Methionin ein- 
bezogen wurde, bestatigen kénnen. Die Tiere wachsen sehr schlecht 
und sterben nach einigen Versuchswochen in einem schnell auftretenden 
komatésen Zustand. Bei der Sektion findet man schon makroskopisch 


inant ay e 

18 Myrback, Enzymologia 1, 280 [1936]. 

14 Wohlgemuth, Biochem. Z. 9, 1—9 [1908]. 

1 4, Mitt. iber ,,Ernahrungsbedingte Leberschiden und die Wirkung von 
Leberschutzstoffen“; 3. Mitt. s. diese Z. 283, 106 [1948]. 

2 Anschrift des Verf. jetzt: Mainz, Universitat, Abt. f. Vitamin- und Hor- 

monforschung. 
3 Quart. J. exp. Physiol. 25, 363 [1935). 
4 Diese Z. 278, 136 [1943]. 
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auffallende Veranderungen der Leber und auch der Nieren. Die histo- 
logische Untersuchung der einzelnen Organe zeigt ein Bild, das in allen 
Besonderheiten der menschlichen Eklampsia gravidarum entspricht°. 
Diese tédliche Schadigung, die im folgenden als ,,Ratten-Eklampsie‘ 
bezeichnet wird, und auch die Wachstumsstérungen werden weitgehend 
verhiitet, wenn die Diadt zusatzlich 0,2°%, Cystin enthalt®. d,/-Methionin 
wirkt analog. Bei unserer Versuchsanordnung laBt sich das Auftreten 
der Ratten-Eklampsie — ebenso wie das der Wachstumsstérung — 
weitgehend verhiiten mit 40 mg /-Cystin (s. Versuche Abschn. 2). Die 
aquivalente Menge d, l-Methionin (49,1 mg) ist beziiglich der Wirkung 
auf die Eklampsie dem /-Cystin deutlich etwas unterlegen. Auch in der 
Wachstumswirkung besteht eine leichte Differenz (vgl. Tab. 2). Auch 
H. D. Himsworth und L. E. Glynn? fanden bei Hefediaten die téd- 
liche Leberschadigung und die schiitzende Wirkung des Methionins. 


Die Wirkung von Tocopherol 

Auf Grund dieser Resultate kénnte die Ratten-Eklampsie als eine 
Erkrankung aufgefaBt werden, die allein durch den Cystin-Methionin- 
mangel entsteht. Wir fanden jedoch, daB in derselben Weise, 
in der sich andere tédliche, alimentaire Schidigungen 
der Leber mit Hilfe von Vitamin E verhiiten lassen, auch 
die Entstehung der Ratten-Eklampsie durch diesen Stoff 
verhindert werden kann. Zur sicheren Verhiitung der Hefe- 
schidigung geniigen bei der wachsenden und der erwachsenen Ratte 
0,005°% d,l-a-Tocopherolacetat in der Diat (s. Versuche Abschn. 3). 
Die schiitzende Wirkung des Tocopherols ist somit um ein Vielfaches 
gr6éBer als die der schwefelhaltigen Aminosauren. 

Fir die Entwicklung der Ratten-Eklampsie ist auBer 
dem Mangel an S-haltigen Aminosauren ein Mangel an 
Tocopherol die notwendige Voraussetzung. Die Stérung ist 
komplizierter Natur. Es liegt ein Zustand kombinierten Mangels vor, 
der sich von den Bildern der entsprechenden einfachen Mangelerschei- 
nungen grundlegend untercheidet. 

Uberblickt man die Arbeiten verschiedener Arbeitskreise tiber die 
Verwendung von HefeeiweiB im Saugetierorganismus, so findet man, 
daB tatsachlich alle Diaten, welche die Ratten-Eklampsie erzeugen, 
keine ausreichenden Mengen an Vitamin E enthalten®. Umgekehrt aber 


5 J. Dobberstein u. A. Hock, diese Z. 280, 21 [1943]. 

6 Die Tiere erhielten pro Tag 1 mg Cholinchlorid. 

7 Clin. Sci. 5, 93, 133 [1944]. 

§ Diese Z. 281, 109 [1944]; ]. c. 1. 

® Hier mu8 vorlaiufig offen gelassen werden, ob die Ratten-Eklampsie in 
einfacher Weise auf das Fehlen von physiologisch unentbehrlichen Stoffwechsel- 
partnern zuriickgefiihrt werden kann, oder ob etwa im HefeeiweiB eine Kompo- 
nente vorkommt, die den Bedarf des Organismus an Tocopherol bzw. Cystin- 
Methionin steigert, ahnlich wie dies beispielsweise beziiglich des Tocopherol- 
bedarfes der Fall ist, wenn vermehrt Lebertran zugefiihrt wird (K. Schwarz, 
diese Z. 283, 106 [1948)). 
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wird das Bild der Eklampsie nicht gefunden, wenn ausreichende Men- 
gen an Vitamin E in der Kostform vorhanden sind. So haben z. B. 
A. A. Klose und H. L. Fevold’ im Gegensatz zu den anderen Unter- 
suchern in umfangreichen Tierexperimenten mit Hefe verschiedener Her- 
kunft zwar die typischen Wachstumsstérungen gefunden, jedoch keine 
Leberschaden erzeugen kénnen. Die Ursache hierfiir ist in dem Umstand 
zu suchen, daB die verwendeten Kostformen in 100 g die relativ groBe 
Menge von 11,4 mg Tocopherol in Form eines natiirlichen Pflanzenél- 
Konzentrates enthielten. Diese Vitamin-E-Menge ist mehr als doppelt 
so groB wie diejenige, welche in unseren Versuchen mit Sicherheit zu 
Verhiitung der Ratten-Eklampsie ausreichte. 


Komplizierte Mangelerkrankungen 
In der Vitaminforschung gingen bisher die Bestrebungen bei de1 
Durchfiihrung von Tierversuchen fast stets dahin, das Auftreten von 
komplexen Mangelerscheinungen zu vermeiden. Es kam meist darauf an. 
nur einen einzigen Wirkstoff zu untersuchen. Hierbei war das Vorhanden- 
sein einer zweiten Mangelkrankheit eine unerwiinschte Komplikation. 


Bei gleichzeitigem Mangel an 2 Stoffen (a und b) ist bisher folgen- 
des festgestellt worden: 

1. Die beiden Mangelerkrankungen, die durch das 
Fehlen von’a bzw. b zustande kommen, kénnen sich 
nebeneinander entwickeln, ohne sich fiir eine gewisse 
Versuchsdauer gegenseitig wesentlich zu beeinflussen. 
So kénnen sich z. B. die Erscheinungen des Cholinmangels (hamor- 
rhagische Nierennekrose, Leberschaédigung) unabhangig von eine 
bestehenden Pantothenséure-Avitaminose entwickeln!!. Das gleich- 
zeitige Bestehen verschiedener Avitaminosen ist in der Klinik eine durch- 
aus gelaufige Erscheinung. Man bezeichnet diese Falle als Poly-Avitami- 
nosen. Die haufigsten Poly-Avitaminosen sind wohl die Kombinationen 
von Skorbut mit Pellagra, sowie von Vitamin-A-Mangelerscheinungen 
(Keratomalzie) mit Erscheinungen des Vitamin-D-Mangels (Osteoporose). 
Auch die sogenannten ,,B-Komplex‘‘-Mangelzustinde miissen hierher 
gerechnet werden , Ebenso sind in der Tiermedizin Poly-Avitaminosen 
bekannt, es entwickelt sich z. B. eine Kombination von Vitamin-A- und 
Vitamin-C-Mangel bei Schweinen "4, 

2. Das Auftreten der Erkrankung, die auf dem Fehlen 
von a beruht, kann durch gleichzeitige Abwesenheit von 
b verhindert werden. Ein Beispiel fiir einen derartigen Zusammen- 
hang ist in der eigentiimlichen Tatsache zu finden, daB das gleichzeitige 
Fehlen von Vitamin B, die Entwickluag der typischen Grauhaarigkeit 


10 Arch. biol. Chem. 13, 349 [1947]. 
11 Kigene Beobachtung. 

12 Vol. 1. c. 17. 

13 J. Michalka, Wien. tierdrztl. Mschr. 1937, 577. 











|- 





Bd. 283 (1948) Die Ratten-Eklampsie 189 


bei Pantothenséuremangel verhindert!*. Ein weiterer derartiger Befund 
laBt sich z. B. bei der experimentellen Rachitis der Ratte, des Hiihn- 
chens und anderer Versuchstiere erheben. Setzt man bei feststehendem 
Phosphatspiegel den Gehalt der Diat an Calcium herab, so wird das Auf- 
treten der Rachitis verhindert!®. Die rachitische Knochenveranderung 
tritt nur auf, wenn bei Vitamin-D-freier Kost ein bestimmter Calcium- 
gehalt, besser eine Calciumbelastung vorliegt. Ein drittes verstandliches 
Beispiel finden wir in dem bekannten Ausbleiben der Vitamin B,-Mangel- 
erscheinungen bei niedrigem Zuckergehalt der Versuchsdiaten. 

3. Die Mangelerkrankung, die sich auf Grund der Ab- 
wesenheit vonaentwickelt, kann durch das gleichzeitige 
Fehlen von b verstarkt werden. Z. B. beschleunigt das Fehlen 
von Vitamin E die Entwicklung der Vitamin-A-Avitaminose'®, 


Ambogene Mangelerkrankungen 

Von diesen Erscheinungen soll hier eine weitere klar 
abgegrenzt werden, die sich dadurch auszeichnet, dab 
das gleichzeitige Fehlen von mindestens 2 Stoffen a und 
b charakteristische Ausfallserscheinungen auslést, die 
weder fiir die isolierte Mangelerkrankung a noch fir die 
isolierte Mangelerkrankung b typisch sind. Wir wollen 
spezifische Stérungen dieser Art als ambogene Mangel- 
erkrankungen bezeichnen”™. Die Entwicklung einer am 
bogenen Stérung kann durch jeden einzelnen der betei- 
ligten Wirkstoffe allein verhiitet werden. 

Die Ratten-Eklampsie stellt eine typische ambogene Mangel- 
erkrankung dar. Weder der Mangel an Tocopherol noch der Mangel an 
Cystin-Methionin aéuBert sich in unserem Versuch in Form einer eklamp- 
tischen Stérung. Erst durch das Zusammentreffen des Vitamin-E-Man- 
gels einerseits mit dem Fehlen von Cystin-Methionin andererseits ent- 
steht bei Hefediaten der Leberschaden ®. 

Es ist anzunehmen, da8 das Auftreten einer ambogenen Mangel- 
erkrankung der Ausdruck eines im Organismus bestehenden besonderen 
Zusammenhanges zwischen den verschiedenen fehlenden Substanzen ist. 
Diese Stoffe kénnen Glieder einer Funktionskette im Stoffwechsel sein. 

14 Kigene Beobachtung, s.a. E. Auhagen, Med. u. Chem. 4, 386 [1942], 
sowie P. Gyérgy u. B. E. Poling, Science [New York] 92, 202 [1940]. 

15 Vol. P. Gyérgy, Ergebnisse Inn. Med. u. Kinderheilkunde 36. Bei sehr 
weitgehender Senkung des Calciumgehaltes entwickelt sich andererseits infolge 
der ausgesprochenen Calciumarmut das Bild der Osteoporose. 

16 Diese Wirkung ist auf die antioxydativen Eigenschaften des Tocopherols 
zuriickzufiihren; das Vitamin A wird im Organismus durch Vitamin E vor der 
oxydativen Zerstérung bewahrt. T. Moore, Biochem. J. 34, 1321 [1940]; K. C. 
D. Hikman, M. W. Kaley u. P. L. Harris, J. biol. Chemistry 152, 303 [1944]; 
P. L. Harris, M. W. Kaley u. K. D. Hikman, dtslbst. 152, 31 [1944]. 

17 Unter einem ,,Komplex* ist etwas anderes zu verstehen, nimlich das 
gemeinsame Vorkommen von gewissen Vitaminen und das hierdurch bedingte, 
vleichzeitige Auftreten der zugehGérigen, verschiedenen Hypo- bzw. Avitaminosen. 
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Ein schon langer gut bekanntes Beispiel fiir eine ambogene Mangel- 
erkrankung ist die Ratten-Pellagra. Diese wird zu unrecht als einfache 
B,-Avitaminose betrachtet und beschrieben. Die Hautverainderungen 
entwickeln sich bei der Ratte nur, wenn gleichzeitig die ungesattigten 
Fettséuren vom Linolsdéure-Typus fehlen. Diese hat man friiher als 
.,Vitamin F“ bezeichnen wollen. Die alleinige Zufuhr entweder von Vi- 
tamin B, oder von Linolsaure verhindert die Entstehung der krankhaften 
Hautveranderung?. 

Auch beim Menschen spielen ambogene Mangelerkrankungen eine 
Rolle. Die menschliche Pellagra gehért zu den ambogenen Stérungen. 
Sie ist auf das gleichzeitige Fehlen des Anti-Pellagra- Vitamins Nicotin- 
siure und der Aminosdéure Tryptophan zuriickzufiihren. Mais ist arm 
sowohl an Nicotinsaéure als auch an Tryptophan, daher ist die Pellagra 
eine Erkrankung derjenigen Bevélkerungsteile der Erde, die sich vor- 
wiegend mit Mais ernahren. Es ist gelungen, den funktionellen Zusam- 
menhang zwischen Tryptophan und Nicotinsdure ayfzuklaren. Man fand, 
da8 Tryptophan in Nicotinséure iiberfiihrt werden kann”, 

Es ist denkbar, daB auch andere menschliche Mangelkrankheiten, 
die bis jetzt noch nicht ursachlich aufgeklart sind, in die Gruppe der 
ambogenen Stérungen gehdéren. 


Die Beziehungen zwischen Cystin-Methionin und 
Tocopherol 

Die funktionellen Beziehungen zwischen Tocopherol und Cystin 
Methionin, die auf Grund der wechselseitigen Wirkung bei der Ratten- 
Eklampsie angenommen werden miissen, sind uns bis jetzt in ihrem 
Mechanismus nicht genau bekannt. Es liegt nahe, anzunehmen, daB es 
sich um einen Reduktions-Oxydations-Proze8 handelt. Hierauf soll an 
dieser Stelle nicht naher eingegangen werden. 

Zweifellos besteht eine Verbindung zwischen dem Bedarf des Or- 
ganismus an Tocopherol einerseits und an Cystin-Methionin anderer- 
seits. Bei der augenblicklichen Ernahrungslage in Deutschland, bei der 
es sowohl an EiweiB als auch an Fett fehlt, hat diese Beziehung ihre 
besondere Bedeutung. Das Hefeeiweif ist im Laufe der letzten Jahre in 
staindig wachsendem Ma8e zur menschlichen Ernahrung herangezogen 
worden. Die Mengen, die im Tierversuch gegeben werden miissen, damit 
die beschriebenen Stérungen beobachtet werden, sind verhaltnismaBig 
groB, so daB sie mit den Verhaltnissen bei der menschlichen Ernahrung 
nicht unmittelbar verglichen werden kénnen. Auf jeden Fall aber diirfte 
es von Interesse sein, daB wir im Tocopherol einen Wirkstoff besitzen, 
der vor eventuell auftretenden Stérungen schiitzen kann. 

18 Birch, J. biol. Chemistry 124, 775, [1938]; Salomon, dtslbst. 123, 
CIV [1938]. 

19 W. A. Perlzweig, F. Rose, N. Levitas, u.J. Robinson, J. biol. 

Chemistry 167, 511 [1947]; H. P. Sarett u. Goldsmith dtslbst. 167, 293 [1947]. 
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Es ist méglich, daB die Beziehungen zwischen Cystin-Methionin 
und Tocopherol unter anderem eine Ursache sind fiir die Vielgestaltig- 
keit der Vitamin-E-Avitaminose. Es gibt keinen anderen Wirkstoff, 
dessen Mangel sich in so vielen verschiedenartigen Erkrankungsbildern 
auBern kann, wie gerade das Vitamin E. Nur unter ganz besonderen 
Versuchsbedingungen kommt das Fehlen von Vitamin E in Form von 
Fertilationsstérungen zum Ausdruck?°. Andere Vitamin-E-Mangelzu- 
staénde kénnen viel schneller zur Entwicklung kommen als die Frucht- 
barkeitsstérungen. Beispielsweise verursacht das Fehlen von Vitamin E 
bei Hithnerkiiken eine vorwiegend im Kleinhirn lokalisierte Enzephalo- 
malazie, die sich schon nach 15—20 Tagen mit Krampfen und Lih- 
mungen bemerkbar macht und tédlich endet*’. Bei Meerschweinchen, 
Kaninchen, Ziegen und auch bei Entenkiiken steht dagegen die Dystro- 
phie der quergestreiften Muskulatur im Vordergrund. Die wachsartige 
Degeneration befallt die gesamte Skelettmuskulatur, sie kann bei jungen 
Kaninchen schon innerhalb von 12 Versuchstagen zum Verlust der Herr- 
schaft tiber den Bewegungsapparat fiihren. Ein Sonderfall liegt bei 
jungen Truthiihnern vor. Hier werden fast nur die Fasern des Muskel- - 
magens von der Degeneration betroffen. Die Erkrankung fiihrt schnell 
zum Tode. SchlieBlich kénnen bei der Ratte und auch bei der Maus** 
mit gereinigten Diiten die beschriebenen, verschiedenen Schadigungen 
der Leber durch Vitamin-E-Mangel bedingt sein. 

Nachdem in den friiheren Mitteilungen der Casein-VI-Schaden und 
die Lebertranschadigung als besondere Erscheinungsformen der tela- 
tiven Vitamin-E-Avitaminose beschrieben worden sind, liegt in der 
RKatten-Eklampsie die dritte Art einer derartigen tédlichen, ernahrungs- 
bedingten Lebererkrankung vor, bei deren Entstehung Mangel an Toco- 
pherol Voraussetzung. bei deren Verhtitung Tocopherol mit Sicherheit 
wirksam ist. 

Zusammenfassung 

Die Ratten-Eklampsie, welche als tédliche Stoffwechselstérung bei 
der Verwendung von Trockenhefe als iiberwiegender EiweiBquelle auf- 
tritt, kann auBer durch Cystin bzw. Methionin auch durch kleine Mengen 
von Tocopherol verhindert werden. Neben dem Fehlen von Cystin- 
Methionin ist der Mangel an Vitamin E eine notwendige Voraussetzung 
fiir die Entstehung der Erkrankung. Spezifische Mangelerscheinungen, 
welche, wie diese, auf dem gleichzeitigen Fehlen von zwei verschiedenen 
exogenen Stoffen beruhen und sich durch jeden allein verhiiten lassen. 
werden als ,,ambogene‘’ Stérungen bezeichnet. Zwischen Cystin-Me- 
thionin einerseits und Tocopherol andererseits ist im Stoffwechsel eine 


funktionelle Beziehung zu vermuten. 


20 S.a. diese Z. 281, 113 [1944]. 
21 Zusammenfassung bei S. A.M. Pappenheimer, Physiologie Rev. 23, 37 
[1943]. : 
22 Noch nicht ver6ffentlichte Beobachtung. 
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Beschreibung der Versuche 


Fiir die Durchfiithrung der Versuche und ihre Auswertung gilt das bereits 
in den friiheren Mitteilungen Gesagte. Man stéBt, wenn man die Lebensdauer 
der Versuchstiere in einem Vitaminmangelversuch bewertet, auf Schwierigkeiten, 
weil die im Versuch nicht sterbenden Tiere theoretisch eine Lebensdauer von 
x» haben. Wir haben daher, wie bereits mitgeteilt**, die sogenannte ,,Sterbe- 
geschwindigkeit‘* ausgewertet. Im Falle des U berlebens des Versuchstieres wird 
diese annihernd = 0 (3) und stért die Berechnung eines Gruppendurchschnitts 
nicht. Um zu handlichen Zahlen zu gelangen, wurde mit 100 multipliziert (Bei- 
spiel Uberlebensdauer 30 Tage, Sterbegeschwindigkeit = 1 - 100/30 = 3,33). 

Es wurden nur Tiere ausgewertet, welche bei ihrem Tod die Leberschadi- 
gung aufwiesen. Wenn bei der Sektion Komplikationen gefunden wurden, so 
wurden die Tiere eliminiert. Versuche, welche zu verschiedenen Zeiten mit Tier- 


material verschiedener Herkunft angesetzt waren, zeigten relativ groBe Schwan- 


kungen in bezug auf die Gewichtszunahme und die Sterbegeschwindigkeit. 
Wir haben daher in allen Versuchsreihen, um die Ergebnisse besser vergleichen 
zu kénnen, eine Versuchsgruppe mit Diiat 29 (80% des gegebenen EiweiBes in 
Form von HefeeiweiB, s. Tab. 1) mitlaufen lassen. 

Mehrmals wurde Trockenhefe verschiedener Herkunft in unseren Ver- 
suchen miteinander verglichen. Dabei fanden wir, da zwischen den einzelnen 
Hefesorten lediglich quantitative, jedoch keine grundlegenden Unterschiede vor- 
handen waren. Die Ratten-Eklampsie trat ungefihr gleich stark auf bei Ver- 
suchsgruppen, welche mit Hefeflocken der Zellstoff-Fabrik Waldhof (in 
Sulfitablauge gewachsen), mit Hefeflocken der Deutschen Bergin A.-G. (auf 
Melasse und Holzzucker geziichtet) und mit Bierhefe von der L6wenbrau A.-G., 
Miinchen gefiittért wurden *4. 


1. Versuch mit steigenden Hefemengen 

Im Grundschema der D 23% ersetzten wir steigende Mengen des Caseins 
durch Waldhof-Nahrhefe (Torula utilis, auf Sulfitablauge geziichtet). Die Hefe 
wurde entsprechend ihrem EiweiBgehalt so eingesetzt, daB fiir 1 Tl. Casein 
2 Tle. Trockenhefe vorhanden waren. Der Gehalt der Diit an Zucker und Butter- 
fett wurde um den entsprechenden Betrag verringert, und zwar so, daB das 
Verhiltnis zwischen diesen beiden Diitbestandteilen konstant blieb. Vier zu- 
gleich angesetzte Tiergruppen erhielten 0% (D 23), 6% (D 27), 15% (D 28) 
und 24% (D 29) Hefe. Die Versuchsergebnisse zeigt Tab. 1. 

















ae Zahl der Durch- 
°% des Wachstum Wachstums Tiere schnitt- 
a armel % Hefe Zahl der Ver- : : Tes es 
Diit Kiweib : hemmung| mit téd- liche 
z on in der der suchs- a , 
Nr. in Form ‘a es | dureh lichem Sterbe- 
Dit Tiere |zruppe pre ; : z 
von Hefe Woche (g) | Hefe Leber- | geschwin- 
vA schaden digkeit 
23 0 0 6 a1 | 0 
27 20 6 ~~ “9a 10,25 | 0 0 0 
28 50 15 10 6,6 | 35,6% 2 0,29 
29 80 24 28, 42 | §9,1% 22 2.04 
} | 























Tab. 1. Versuch mit steigenden Hefemengen (Beginn 18. 8. 1943.) 


*8 Diese Z. 281, 101 [1944]. 

24 Fir die Uberlassung der Hefe sei den Firmen auch an dieser Stelle 
‘dankt. 

25 L.c.1, Tab. 1. 
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In Diat 27 (6% Hefe) war !/,; des Caseins durch das Protein der Hefe ersetzt. 
Diese Ma8nahme wirkte sich giinstig auf das Gedeihen der Tiere aus, denn gegen- 
iiber den Kontrollen in D 23 trat eine Wachstumssteigerung um ca. 30% ein. 
Irgendwelche Schidigungen lieBen sich in D 27 — genau wie in D 23 — nicht 
nachweisen. Beide Gruppen iiberlebten 140 Versuchstage und wurden danach 
zur Untersuchung getotet. Es war kein krankhafter Befund zu erheben. Die 
Wachstumssteigerung ist, wie sich experimentell nachweisen lie’, zum ganz 
iiborwi2genden Teil auf eine Verbesserung der Versorgung mit wasserléslichen 
Vitaminen zuriickzufiihren. Wir haben aus diesem Grunde in den folgenden Ver- 
suchen den Gewichtskurven nur dann Bedeutung beigemessen, wenn viollig 
vergleichbare Vitaminversorgungsverhiltnisse vorgelegen haben. 

In D 28 waren 50% des sonst vorhandenen Caseins durch HefeeiweiB 
ersetzt; der Gehalt an Hefe in der Diit betrug 15%. Es zeigte sich schon 
hier eine erhebliche Schidigung der Tiere, denn das Wachstum blieb im 
Durchschnitt um 35,6% gegeniiber demjenigen in D 27 zuriick und 2 von 10 
Ratten starben mit den typischen Leber- und Nierenverinderungen. Die 
iibrigen wurden nach 140 Versuchstagen getétet; ihre Organe zeigten beginn- 
ende Verinderungen**. 

Durch einen Hefegehalt der Diit von 24% (D 29) waren 80% des Caseins 
durch HefeeiweiB ersetzt. Die hier auftretenden Stérungen waren sehr erheblich. 
Das Wachstum der Tiere war um 59% gegeniiber demjenigen in D 27 gehemmt, 
und 22 von 28 Tieren starben an der typischen Stoffwechselstérung. Die Lebern 
boten bereits makroskopisch das Bild der typischen schweren Degeneration. Die 
durchschnittliche Sterbegeschwindigkeit der Gruppe. betrug 2,04. 


2. Die Wirkung von l-Cystin und d,l-Methionin 
In die Untersuchungen iiber lebenserhaltende und wachstumsférdernde 
Wirkungen des Cystins beim Hefenihrschaden wurde das bisher unberiicksich- 
tigt gebliebene Methionin einbezogen. In unseren Versuchen lieBen sich die in der 
Hofediit 29 auftretenden Erscheinungen durch tigliche Zufiitterung von 40 mg 
i-Cystin weitgehend, wenn auch nicht ganz, verhindern (s. Tab. 2). 








shschnitt- 
2 davon tot Sterbe- dure 08 a 
Zahl der : liche Gewichts- 
Tiere an Ratten- geschwin- zunahme in 
; Eklampsie digkeit og 8 
D 29 Kontrolle 9 7 3,61 5,4 
D 29 + 40 mg /-Cystin | 
tiglich 8 1 | 0,5 13,4 
D 29 + 49,1 mg d,l-Methionin 
tiglich 9 4 1,0 11,8 























Tab. 2. Wirkung von I-Cystin und d,l-Methionin (Beginn am 27. 9. 1943) 


*** Berechnet aus dem Durechschnitt der ersten 10 Versuchstage. 


Wihrend in der Hefediait von unbehandelten Tieren nur eines iiberlebte, 
die tibrigen 7 aber an der typischen Stérung starben, blieben von 8 mit Cystin 
verschenen Tieren 7 von der tidlichen Schidigung verschont, und nur eines starb, 
allerdings mit dem voll ausgeprigten Bild der Eklampsie. Das Wachstum der 

*6 Ich danke Hrn. Doz. Dr. H. C. Velten (Path. Inst. d. Univ. Heidelberg) 
fiir die Durchfiithrung der mikroskopischen Untersuchungen. 
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Cystintiere war wesentlich besser als das der Vergleichrgruppe obne Cystin und 
lag damit im Bereich der Werte, die mit der oben beschrichencn optimalcn Diat 
27 (6% Hefe) erreicht wurden. d,l Methionin wurde bei einer gleichlaufenden 
Versuchsgruppe in einer Dosis (49,1 mg) zugegeben, die in kezvg auf den S-Ge- 
halt der Cystindosis aquivalent war. Es zeigte sich, deB das verwcndete race- 
mische Methionin dem /-Cystin in unsefem Versuch nicht genz gleichwertig war 
in der Verhiitung der Eklampsie. Auch im Wachstum blieb die Gruppe der Me- 
thionin-Tiere etwas hinter der Cystin-Gruppe zuriick, der Unterschied ist jedoch 
nicht sehr groB. 


3. Die Wirkung von Tocopherol 

Zur Untersuchung der Wirkung von Tocopherol wurde der Hefediat 29 
pro kg Trockengewicht 50 mg d,l-a-Tocopherolacetat zugegeben. Bei einer durch- 
schnittlichen Nahrungsaufnahme von tiiglich 7,5 g errechnet sich eine Tages 
dosis von 375 y. Der Versuch wurde zweimal mit demselben Rerultat angestellt. 
Die Ergebnisse zeigt Tab. 3. Den 1. Versuch (Beginn 6. 11. 1943) fihrten wir 
172 Tage lang. Von 6 Tieren in der Diait 29 starben 5 mit den typischen Ver- 
anderungen der Ratten-Eklar pie. Die durchschnittliche Sterbegeschwindigkeit 
betrug 1,22. In der Diit 29 E starb dagegen keines der eingesetzten Tiere. Die 
Tiere wurden am 172. Tag getétet, sie zeigten keinerlei Verinderung. Im 2. Ver- 
such (Beginn Jaruir 1944) starben in der Diit 29 von 9 Versuchstieren 8 an der 
Ratten-Eklampsie. Die durchschnittliche Sterbegeschwindigkeit betrug 1,58. 
Von den Tieren in der Diat 29 E starb dagegen keines. Der Versuch wurde nach 
80 Tagen beendet. Die iiberlebenden Tiere zeigten bei der Sektion keine patho 
logischen Veranderungen. 











davon Bterbe- 
Zahl der : seschwindig- 
cans gestorben an ; 
Tiere : 4 keit pro Ver- 
Eklampsie 
suchsgruppe 
Versuchsbeginn 
6.11. 1943 
D 29 6 5 1,22 
D29E 6 0(!) 0 
Versuchsbeginn 
Jan. 1944 
D 29 9 8 1,58 
D 29 F 8 0 (!) 0 

















Tab. 3. Versuche mit Tocopherol (D29 E = D29 + 0,005%-d,l-a-Tocopherolacetat) 


Ich danke Hrn. Prof. Dr. R. Kuhn fiir sein freundliches Interesse sowie 
Fraulein M. Schitz fiir die Hilfe bei der Durchfiihrung der Tierversuche. 


Die Firma Hoffmann-La Roche A.-G. und das Werk Elberfeld der 
ehemaligen J. G.-Farbenindustrie A.-G. unterstiitzten die Arbeit in dankens 


werter Weise. 
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Uber die Bedeutung der Folinsaure fiir die Sulfonamidresistenz 
Von 
Ernst Auhagen 
Aus dem Physiologischen Laboratorium der Farbenfabriken Bayer, Werk Wuppertal-Elberfeld 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mai 1948) 


Wir verdanken den Arbeiten von Angier und Mitarbeitern! die 
Kenntnis, daB das Folinséure-Molekiil 


ry CH,-NH gai 
a \ i; Wee -NH1-CH-COOH 


eine Verbindung aus Glutaminsaure, p-Aminobenzcesaure und einem 
Pterin darstellt. Zwei dieser Bausteine, Glutaminséure und p-Ami- 
nobenzoeséure, sind schon vorher als Bakterienwuchsstoffe bekannt 
geworden, und es liegt nahe anzunehmen, daB sich die physiolcgische 
Bedeutung der p-Aminobenzoesdure im wesentlichen auf ihre nahen 
Beziehungen zur Folinsaure grindet. 

Dafiir spricht einerseits die Tatsache, daB scwohl von Folinsaure 
wie von p-Aminobenzoesaure die optimale Wirksamkeit bei den je- 
weiligen Testorganismen in der gleichen Grenzkcnzentraticn 1 : 10° bis 
1:101° erreicht wird, andererseits hat der Verf. gezeigt, daB p-Amino- 
benzoeséure durch die der Folinséure noch naher stehende p-Amino- 
benzoyl-l-glutaminsaure in ihrer Wirksamkeit als Sulfonamid-Antagonist 
bei einem besonderen Stamm von Strepiobact. plantarum deutlich tiber- 
troffen wird?. Man hatte demnach die p-Aminobenzoesaéure und auch 
ihr Glutaminsaure-Derivat als Vorstufe fiir die Biosynthese der Folin- 
siure zu betrachten. 


Anmerkung: Nach AbschluB der vorliegenden Mitteilung gelangten zwei 
Arbeiten von Lampen und Jones (J. biol. Chemistry 164, 485; 166, 435 [1946]) 
zur Kenntnis des Verf., deren Ergebnisse sich weitgehend mit den hier beschrie- 
benen Befunden decken. Wenn das Manuskript dennoch unverindert publiziert 
wird, so geschieht das deshalb, weil einerseits die Kenntnis des amerikanischen 
Schrifttums in Deutschland noch immer gering ist und weil andererseits auf 
mikrobiologischem Gebiet auch eine Bestiitigung unter Heranziehung anderer 
Bakterienarten und -stimme ihre besondere Bedeutung hat. 
1R. B. Angier c.s., Science [New York] 102, 227 [1945]; 108, 667 [1946]. 
2K. A uhagen, an Z. 277, 197 [1943]. Die damals mitgeteilten Versuchs- 
ergebnisse lassen sich nicht an allen Stéimmen von St; eptobzet. plint. reprodu- 
zieren. So haben Th. Wagner-Jauregg und E. H. Wagner, Z. Naturforscl g. 
1, 229 [1946], abweic hende Ergebnisse erhalten und entgegen der von mir aus- 
gesprochenen Vermutung geschlossen: ,, Eine allgemeine Bedeutung als Wirkungs- 
gruppe eines Wachstumsfaktors kommt der p-Aminobenzoyl- I: glutaminsiure 
wohl nicht zu.‘‘ Durch die Konstitutionsaufklirung der Folinsiiure, die kurz 
darauf auch in Deutschland bekannt wurde, ist diese ablehnende SchluBfolge- 
rung jedoch bald widerlegt worden, und ich glaube daher, auf eine eingehendere 
Verteidigung meiner damaligen Resultate angesichts der klaren Sachlage ver- 
zichten zu kénnen. 
13* 
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Tschesche?® hat diese Vermutung bereits ausgesprochen und hat 
des weiteren darauf hingewiesen, daB die Sulfonamide als Antagonisten 
der p-Aminobenzoeséure hemmend in die zur Folinsdure fiihrenden 
synthetischen Vorgange innerhalb der Zelle eingreifen diirften. In einer 
zweiten Mitteilung hat Tschesche zusammen mit Soehring und 
Harder‘ versucht, diese Hypothese experimentell zu stiitzen, doch 
zeigten die Versuche an B. coli commune, daf} Folinséure in der Nahrlésung 
die hemmende Wirkung von Sulfonamiden nicht aufzuheben vermag. 

Wir haben gleichfalls eine Reihe von Versuchen in dieser Richtung 
durchgefiihrt und sind dabei zu Ergebnissen gelangt, die sich je nach 
Art und Stamm des angewandten Bakteriums wesentlich voneinander 
unterscheiden. Die untersuchten Organismen lassen sich auf Grund der 
Versuchsresultate in drei Gruppen einteilen, die wir hier der Einfachheit 
halber kurz als A, B und C unterscheiden wollen. 

Die Vertreter der Gruppe A, zu der auch der untersuchte Coli- 
Stamm gehGrt, bieten nichts besonderes; sie wachsen in folinsdurefreier 
Nahrlésung und sind durch Sulfonamide hemmbar; ein Zusatz von 
Folinsdure in physiologischer Konzentration bleibt auf das Wachstum 
ohne EinfluB und hebt die Hemmung durch Sulfonamide nicht auf. 

Die Gruppe B wachst gleichfalls in folinséurefreier Nahrlosung. 
[hr Wachstum, wird durch Sulfonamide nur dann gehemmt, wenn Folin- 
siure in der Nahrlésung fehlt. Diese Hemmung wird aufgehoben, wenn 
das Medium Folinsaéure in physiologischer Konzentration (1 : 0,6 - 10") 
enthalt*, in den tiblichen, nicht synthetischen Nahrloésungen, die ge- 
niigend Folinsaéure enthalten, erscheinen diese Bakterien also sulfo- 
namidresistent. 

Die Gruppe C bedarf zum Wachstum einer folinsdéurehaltigen Nahr- 
lésung; Sulfonamide zeigen keine Wirkung auf die Vermehrung. 


Kurz zusammengefaBt ergibt sich also folgendes Schema: 


Wachstum 


ohne Sulfonamid mit Sulfonamid 


ohne Fol. | mit Fol. ohne Fol. | mit Fol. 








Gruppe A 


Gruppe B 








Gruppe C 





Setzt man voraus, da jede Bakterienzelle zu ihrer Vermehrung 
Folinséure benétigt, so miissen offenbar zwei Wege angenommen wer- 
den, auf denen die Zelle diesen Bedarf zu decken vermag, namlich erstens 


3 R. Tschesche, Z. Naturforschg. 2b, 10 [1947]. 

4 R. Tschesche, 
244 [1947]. 

* Die Enthemmung kann natiirlich auch durch p-Aminobenzoesiure be- 
wirkt werden, doch sind dazu um etwa 2 bis 3 Zehnerpotenzen héhere Konzen- 
trationen notwendig. 


K.Soehring und K. Harder, Z. Naturforschg. 2b, 
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den der intrazellularen Biosynthese ausgehend von p-Aminobenzoe- 
siure und zweitens den der Folinsaéureresorption von auBen. Gruppe A 
ist zur Synthese befahigt, vermag aber fertige Folinsaiure, die ihr von 
auBen her zur Verfiigung steht, nicht zu verwerten. Sulfonamide blok- 
kieren die Synthese und hemmen deshalb das Wachstum, gleichgiiltig. 
ob Folinsaure in der Nahrlésung vorhanden ist oder nicht. Der Gruppe C 
fehlen die synthetischen Fahigkeiten, sie ist angewiesen auf Folinsdure 
im Nahrmedium. Da die Synthese nie eine Rolle spielt, bleiben Sulfo- 
namide wirkungslos. Die Gruppe B stellt einen Ubergang dar und geht 
beide Wege: in folinséurehaltiger Nahrlésung kann sie auf die Synthese 
verzichten und wachst dann auch in Gegenwart von Sulfonamiden, in 
folinsaurefreier Nahrlosung ist sie auf die Synthese angewiesen und stellt 
das Wachstum ein, wenn diese durch Zugabe von Sulfonamiden ge- 
sperrt wird. 

Die Vorstellung, daB ein Bakterium der Gruppe A Mangel an Folin- 
sdure leiden soll, obwohl diese in der Nahrlésung reichlich enthalten ist, 
erscheint schwer verstandlich und ist in dieser Form vermutlich zu ein- 
fach gefaBt. Es ist aber, wie das Vorkommen von Folinsaurederivaten 
mit mehr als einem Glutaminsaurerest (Pteroyl-diglutamyl- und -hexa- 
glutamyl-glutaminsaure) in Mikroorganismen zeigt, wahrscheinlich gar- 
nicht die Folinsaure selbst, die ihre Wirkung in der Zelle entfaltet, son- 
dern ein komplizierter zusammengesetztes Molekiil, dessen Biosynthese 
nicht unbedingt iiber die freie Folinséure laufen muB. Es ist also durch- 
aus denkbar, daB fertige Folinséure in das Syntheseschema eines Mikro- 
organismus der Gruppe A nicht hineinpaBt und deshalb nicht verwertet 
werden kann. 

Die hier entwickelte Hypothese schlieBt Organismen aus, die sich 
in Abwesenheit von Folinséure nicht vermehren und dennoch in Gegen- 
wart dieses Wuchsstoffes durch Sulfonamide gehemmt werden. Solche 
Stamme haben wir in der Tat nicht gefunden, und uns ist auch umge- 
kehrt kein Bakterium begegnet, das sich in folinséurefreier Nahrlésung 
gegen Sulfonamide unempfindlich gezeigt hatte, obwoh! wir fiir die 
Untersuchung in erster Linie Erreger herangezogen haben, die als sul- 
fonamidresistent gelten. Gerade diesen Befund, der freilich durch weitere 
Versuche, vor allem auch an kiinstlich ,,sulfonamidresistent** gemachten 
Stémmen zu erharten sein wird, méchten wir besonders betcncn. In 
Verbindung mit der oben entwickelten Hypothese fiihrt er zu der SchluB- 
folgerung, daB die sogenannte Sulfonamidresistenz darauf beruht, daB 
die resistenten Staémme fertige Folinséure aus dem Nahrmedium zu 
verwerten vermégen, wahrend die empfindlichen Erreger dazu nicht 
imstande sind. 

Ubertragen wir die hier in vitro gewonnenen Ergebnisse auf die 
Verhaltnisse in vivo, so sehen wir, da8 die im Blut vorhandene Folin- 
siurekonzentration bei weitem ausreicht, um den Bedarf. der Mikro- 
organismen der Gruppe B zu decken. Deshalb kann deren ,.partielle* 
Sulfonamidempfindlichkeit im Laufe der Therapie nie zutage treten. 
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Die Ausschaltung der Sulfonamidwirkung durch Folinsaure erinnert 
an den bekannten Antagonismus zwischen p-Aminobenzoeséure und 
Sulfonamiden. Wahrend wir es aber bei diesem mit einem Vorgang zu 
tun haben, der dem Massenwirkungsgesetz gehorcht, bei dem also die 
zur Hemmung notwendige Sulfonamidkonzentration dem jeweiligen 
p-Aminobenzoesauregehalt proportional ist, liegen die Verhaltnisse 
zwischen Folinséure und Sulfonamiden anders. Die zur Reaktivierung 
der Vermehrung bei der Gruppe B notwendige Folinséuremenge ist vom 
Sulfonamidgehalt weitgehend unabhingig. Man mu8 die Sulfonamid- 
konzentration schon auf das 16-fache erhéhen, um den Folinsaurebedarf 
zu verdoppeln (s. Abb. 1). Dieser Befund stellt eine weitere Stiitze fiir 
die Richtigkeit unserer Annahmen dar. 

































































Q7, T 
| bi 
Bas 
nS 

gy 

ky 

@ 

Qi nei 

a 
6 5 . 3 2 7 
‘ nw 10° 10° uD 1 
uy) y/oam 0 0 


Abb. 1. Enterococcus W 12; 37°; 88 Stdn. 
O O Folinsaure 
x x p-Aminobenzoesdure 
Kurve I: Sulfanilamidkonz. 0 
Kurven II: Sulfanilamidkonz. 1:32000 
Kurven III: Sulfanilamickonz. 1: 8000 
Kurven IY: Sulfanilamidkonz. 1: 2000 








Folinsaure ist vermutlich Bestandteil der Wirkungsgruppe eines 
Fermentes. das fiir die Synthese des Thymins zu sorgen hat®, das seiner- 
seits als Baustein von Nucleinséuren lebenswichtig ist. Diese Annahme 
griindet sich auf die Beobachtung von Snell und Peterson’, daB 


5 J. u. Stokes, J. Bacteriol. 48, 201 [1944]; vgl. auch F. W. Chattaway, 
Biol. Rev. Cambridge philos. Soc. 22, 54 [1947]. 

6k. E. Snell u. W. H. Peterson, J. Bicteriol. 39, 273 [1940]; H. K. Mit- 
chellu. E. E. Snell, Univ. Texas Publ. No. 4137, 36 [1941]; E. L.R. Stokstad, 
J. biol. Chemistry 139, 475 [1941]; 149, 573 [1943]. 
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Thymin in etwa 104-fach héherer Konzentration Folinsaiure als Wachs- 
tumsfaktor bei Mikroorganismen zu ersetzen vermag. Es wurde deshalb 
in Stichversuchen gepriift, ob Thymin bei den Organismen der Gruppe B 
ebenso wie Folinsaure die Sulfonamidempfindlichkeit herabsetzen kann. 
Das ist in der Tat der Fall; weitgehend unabhangig von der Konzen- 
tration des Sulfonamids geniigen 0,5 y Thymin pro ccm, um dessen hem- 
mende Wirkung auf das Wachstum eines Enterokokkenstar mes so 
weit aufzuheben, daB nur noch eine Verzégerung um etliche Stunden 
zu beobachten ist, die durch Erhéhung der Thyminkonzentration nicht 
vermindert werden kann. 


E3 mag noch erwahnt werden, daB Marfanil, das als Sulfonamid 
eine Sonderstellung einnimmt und durch p-Aminobenzoesaure nicht un- 
wirksam gemacht wird, in seiner Hemmungswirkung, die sich auch auf die 
Gruppe B erstreckt, durch Folinsaéure nicht beeinfluBt wird. Marfanil 
greift offenbar in ganz andere Teilvorgange der Zellvermehrung ein. 


Beschreibung der Versuche 


Die Versuche wurden in der folinsiurefreien Nahrlésung von Teply und 
Elvehjem” durchgefiihrt, bei der wir nur die p-Aminobenzoesiurekonzen- 
tration auf 1: 101° verkleinerten. 


Die untersuchten Organismen wurden in einer folinsiurearmen Nahrlésung, 
deren Zusammensetzung fiir alle Versuche die gleiche blieb, vorkultiviert und 
nach 24- bis 48-3tCg. Wachstum steril abgeschleudert. Das Zentrifugat wurde auf 
der Zentrifuge dreimal mit steriler Kochsalzlésung gewaschen und schlieBlich 
mit Kochsalzlésung auf ein Volumen verdiinnt, das etwa 50mal gréBer war als 
das der urspriinglichen Kultur. Die Versuchsréhrchen, die je 6 cem Nahrlésung 
enthielten, wurden mit je einem Tropfen dieses Impfgutes beimpft. Als Sul- 
fonamid verwendeten wir stets Sulfanilamid. Da uns Folinsaure in reiner kri- 
stallisierter Form nicht zur Verfiigung stand, stellten wir, von einer Tablette 
Folvite (Lederle Laboratories Inc.) zu 5 mg Folinsiure ausgehend, eine Lésung 
von bekanntem Gehalt her. Die Ergebnisse zeigt Tab. 1. 

In den erst2n Stadien des Wachstums beobachtete man bei der Geapien B 
meist auch in G2genwart von Folinsiure eine gewisse Verzégerung durch Sul- 
fanilamid um einige Stunden, sie wird aber bald wieder aufgeholt und laBt sich 
im Einklang mit unseren Annahmen leicht als Folge des Ausfalles eines der 
beiden Versorgungswege, der zelleigenen Synthese, erklaren. 


Zur Beantwortung der Frage nach der Konzentrationsabhingigkeit der 
entgegengesetzten Wirkungen von Folinsiure bzw. p-Aminobenzoesiure und 
Sulfonamid bei der Gruppe B war es notwendig, das Wachstum quantitativ zu 
messen. Wie in fritheren Arbeiten wurde die Lichtschwaichung im Pulfrich- 
Photometer gemessen, die der Zellenzahl innerhalb gewisser Grenzen recht gut 
proportional ist. Das Ergebnis eines Versuches an dem Enterokokkenstamm 
W 12 in p-aminobenzoesiure-freier Nahrlésung (Zusammensetzung im iibrigen 
nach Teply und Elvehjem) ist in Abb. 1 wiedergegeben worden. Es sei darauf 
hingewiesen, daf fiir optimales Wachstum die Wirkungskurve der Folinsiure, 
auch hinsichtlich der notwendigen Konzentration praktisch die gleiche ist wie 
in den iiblichen Folinsiuretesten. Es besteht also die Méglichkeit, Folinsiure 
an jedem der hier untersuchten ,,sulfonamidfesten‘‘ Stimme auszuwerten. 


ue Lp J. Teply u. C. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 157, 303 [1945]. 
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Folinsiure und Sulfonamidresistenz 


Tab. 1. Ubersicht iiber die Versuchsergebnisse 























Sulfanilamid-K onzentration 
> & 2 &§ | 
$ 3 ¢ 3 5 8 
2 S * ss 2. } 
i oo ae a + oe 
Wachstum j 
Organismus Temp. | Stdn. ohne Folinséiure mit Folinsiure | 
1: 0,6 - 101° { 
Gruppe A : 
Bact. coli NO 14 30° 24 f 1 i + { 
B. subtilis 30° 20 M4 
10 i = } 1. { 
Staph. aureus H 37° 10 (+) + 
64 { + 
Streptob. plant. IG 30° 40 f 
136 — 4 + 
Gruppe B 
Thermobact. helv. W. 1g} 37° 18 + 
Enterococcus W 12*) 37° 1() t ¢ 
Enterococcus W 13 37° 10 ) r 
Enterococcus W 14 37° 42 ) 7 
Enterococcus We 15 37° 136 ! 
Enterococcus W 16 37° 20 (+) 
136 } 
Enterococcus W 17 37° 45 
Enterococcus W 18 37° 136 4 t t 
Streptoc. virid. E 37° 64 ! + 
Bacterium AM. B. 30° 40 + 
Gruppe © 
Streptoc. faecalis R. 30° 10 
Lactobae. casei E. 37° 18 - 























* Die Knterokokkenstimme W 12 bis 18 verdanke ich Hrn. Dr. Walter, Med. Klinik. 
Freiburg i. Br.. und Hrn. Dr. Reimold, Bakteriologisches Institut, Freiburg i. Br. 


Zusammenfassung 


1. Unter 10 untersuchten ..sulfonamidresistenten“’ Bakterien- 
stiémmen fand sich keiner, der auch in folinséurefreier Nahrlésung Resi- 
stenz gezeigt hatte. Die in einer solchen Nahrlésung zu beobachtende 
Sulfonamidwirkung wird aufgehoben durch Folinsaure in der gleichen 
Konzentration, die fiir das Wachstum folinsdurebediirftiger Stamme 
erforderlich ist. 

2. Thymin und p-Aminobenzoesiure haben in héheren Konzentra- 
tionen bei dieser Versuchsanordnung ahnliche Wirkungen wie Folinsaure. 

3. Bei den untersuchten sulfonamidempfindlichen Staémmen bleibt 
Folinséure in physiologischer Konzentration ohne EinfluB auf die Sul- 
fonamidwirkung. : 





ti Ce et 
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4. Zur Deutung dieser Befunde wird angenommen, daB die im 
iblichen Sinne sulfonamidfesten Bakterien im Gegensatz zu den emp- 
findlichen Stémmen fertige Folinsiure verwerten kénnen und infolge- 
dessen in den iiblichen folinséurehaltigen Naihrmedien auf die Biosyn- 
these aus p-Aminobenzoeséure verzichten kénnen, wenn diese durch 
Sulfonamide blockiert ist. 


Zur Existenz des sogenannten ,,Vierten Stoffes“, 
der blutdrucksenkenden Substanz von Lange und Felix 


Von 
Heinrich Hellmann und Peter Witt 


Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie und dem Pharmakologischen Institut 
der Universitit Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Juli 1948) 


Auf Grund seiner Studien tiber die Regulation des peripheren 
Kreislaufs schlo8B F. Lange! 1932 auf das Vorhandensein einer blut- 
drucksenkenden Substanz, die nach ihrem pharmakologischen Ver- 
halten mit keinem der bis dahin bekannten hypotensiven Stoffe 
Histamin, Acetylcholin, Adenylsiure — identisch sein sollte. K. Felix 
und A. v. Putzer-Reybegg? hatten die Isolierung und Konstitutions- 
ermittlung dieses sog. ,,vierten Stoffes‘‘ in Angriff genommen. Als Aus- 
gangsmaterial dienten ihnen hauptsachlich wasserige, von EiweiB und 
Lipiden befreite Extrakte aus Gekrése. Aus den alkoholléslichen 
Anteilen dieser Mesenterialextrakte gewannen sie durch Anwendung 
der Methode zur Basentrennung von Kossel und Kutscher eine wirk- 
same Fraktion, aus der sich ein Guanidinkérper in Form verschiedener 
Salze kristallisieren lieB. Aus den Analysen dieser Salze errechneten sie 
fiir den Stoff die Summenformel C,H,,N,. Da er eine positive Saka- 
gouchi-Reaktion lieferte und bei Behandlung mit Jodwasserstoff eine 
an Stickstoff gebundene Methylgruppe abspaltete, vermuteten sie in 
dem wirksamen Stoff ein monomethyliertes Methylen-diguanidin. Be- 
merkenswert war die Saurestabilitat ; selbst 18-stdg. Kochen mit 30-proz. 


1 F. Lange, Miinchener med. Wschr. 77, 2095 [1930]; Verh. dtsch. Ges. 
inn. Med. 44, 106 [1932]; Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
164, 417 [1932]: Klin. Wschr. 12, 173 [1933]; —, W. Ehrlich u. A. E. Cohn, 
J.exp. Med. 52, 65 [1930]. 

2 K. Felix, Klin. Wschr. 12, 176 [1933]; — u. A. v. Putzer-Reybegg, 
Klin. Wschr. 11, 1838 [1932]; Miinchener med. Wschr. 77, 2097 [1930]; Verh. 
dtsch. Ges. inn. Med. 44, 109 [1932]; Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 164, 402 [1932]. 
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Schwefelsaure fiihrte zu keinem Wirksamkeitsverlust. Nach vorheriger 
esaminierung wurde mit 2,5 bis 7 y des Kristallisates an der atropini- 
sierten Katze noch eine deutliche Senkung des Blutdruckes erzielt. 


Uber die endgiiltige Konstitutionsermittlung des fraglichen Stoffes 
finden sich im Schrifttum keine weiteren Angaben. Von anderer Seite 
wurden in der Zwischenzeit neue blutdrucksenkende Stoffe entdeckt, 
das Kallikrein und die ,,Substanz P‘*. Man kennt bis heute von 
beiden nicht die Zusammensetzung; da die erste aber weder kochbe- 
standig noch alkoholléslich und die zweite nicht sdiurestabil ist, kénnen 
sie mit dem sog. ,,vierten Stoff‘ von Lange und Felix nicht identisch 
sein. Andererseits sind die Arbeiten von Lange und Felix nicht unwider- 
sprochen geblieben. Gaddum und Schild‘ konnten in Darmextrakten 
auBer Histamin keinen anderen saurestabilen, an der atropinisierten 
Katze blutdrucksenkend wirkenden Stoff auffinden. Gaddum® sprach 
sich dafiir aus, daB Felix und v. Putzer-Reybegg Methylguanidin- 
salze kristallisiert hatten, denen eine kleine Menge Histamin beigemengt 
war. Histamin soll sich méglicherweise beim Kochen mit starker Saure 
aus Histidin gebildet haben. 

Auf Vorschlag von Hrn. Prof. F. Lange und im Einvernehmen 
mit Hrn. Prof. Felix haben wir uns seit einiger Zeit mit diesem Pro- 
blem beschaftigt; wir teilen im folgenden die Ergebnisse unserer Experi- 
mente mit. 


Zur Natur des von Felix und Putzer-Reybegg 
dargestellten Krystallisates 


Felix und v. Putzer-Reybegg haben selbst darauf hingewiesen, 
daB die Analysenzahlen ihres Kristallisates auf Meth ylguanidin stim- 
men; sie verwarfen jedoch die Méglichkeit einer Identitét des Methyl- 
guanidin mit ihrem Stoff, da ,,dessen Pikrat und Goldsalz ganz andere 
Eigenschaften besitzen, ganz abgesehen davon, daB Methylguanidin den 
Blutdruck nicht senkt, sondern steigert*‘®. Die Schmelzpunkte der von 
ihnen kristallisierten Salze sind folgende: 


Flavianat 231°, Chloraurat 204°, Pikrat 197°, 

Wir haben die entsprechenden Salze des Methylguanidins her- 
gestellt und fiir sie folgende Schmelzpunkte gefunden: 
Methylguanidin-Flavianat 230,5°, -Chloraurat 204°, -Pikrat 197,5°. 


3 Vel. Gaddum u. Dale, GofiBerweiternde Stoffe der Gewebe, Leipzig 
1936, 8. 97 u. 102. 

4 Gaddum u. Schild, J. Physiology 83, 1 [1934]. 

5 Gaddum u. Dale, GefiBerweiternde Stoffe der Gewebe, Leipzig 1936, 
8. 98: vgl. auch Guggenheim, Biogene Amine, Basel 1940. S. 548. 

6 K. Felix, Klin. Wschr. 12, 177 [1933]. 
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Die Kristallformen der von uns hergestellten Salze gleichen den von 
Felix und v. Putzer-Reybegg veréffentlichten Kristallbildern’ auf- 
fallend. Es liegt daher in der Tat der von Gaddum gezogene 
SchluB sehr nahe, daB diese Autoren in ihren Kristallisaten 
nur Salze des Methylguanidins in Handen hatten. Die beschrie- 
bene Wirkung muB dann auf Verunreinigung zuriickgehen; wir priiften 
selbst nochmals die Blutdruckwirkung des Methylguanidins an der Katze 
und kénnen bestatigen, daB der reine Stoff keinerlei senkenden EinfluB 
hat 8, 


Untersuchung der blutdrucksenkenden Wirkung 
von Mesenterialextrakt 


Ks verblieb somit die Aufgabe, erneut nach der Ursache der senkenden 
Wirkung der Mesenterialextrakte zu forschen. Diese Aufgabe stellte 
sich praktiseh so dar, daB ein alkoholléslicher saiurestabiler Stoff ge- 
sucht werden muBte, der nach Desaminierung noch eine Wirksamkeit 
an der atropinisierten Katze besitzt; denn Kallikrein scheidet durch 
seine Unléslichkeit in Alkohol aus, Adenylséiure, Adenosin und Sub- 
stanz P durch Verlust ihrer Wirksamkeit beim Kochen mit Saure, 
Histamin durch Desaminierung, Acetylcholin bzw. Cholin durch Ver- 
wendung der atropinisierten Katze als Testtier. Unser Aufarbeitungs- 
gang, der die genannten Tatsachen beriicksichtigt, war der folgende: 

Von Fett und Fremdgewebe mechanisch befreites Schweinemesen- 
terium wurde im Fleischwolf zerkleinert und mit essigsaurem Wasser 
vom py 4,0 20 Min. ausgekocht. Die heiBe Brithe wurde filtriert und 
mit dem Filtrat eine Trichloressigséurefallung zur Entfernung der Ei- 
weiBstoffe durchgefiihrt. Uberschiissige Trichloressigséure sowie Lipide 
wurden durch Atherextraktion beseitigt. Der Riickstand des nunmehr 
lipid- und eiweiBfreien wasserigen Mesenterialextraktes wurde zweimal 
mit Alkohol ausgezogen. Der Trockenriickstand des alkoholischen Ex- 
traktes wurde in Wasser aufgenommen und mit Natriumnitrit und Essig- 
siure desaminiert. Zur Entfernung iiberschiissiger salpetriger Saure 
und zur Zerst6rung ev. noch vorhandener Adenylsiure und Adenosin 
wurde 1 Stde. in 5-proz. schwefelsaurer Lésung auf dem Wasserbad 
unter vermindertem Druck erhitzt. Nach Neutralisation mit Soda er- 
folgte Verdampfen des Wassers und Durchiiihren des Riickstandes mit 
Alkohol, wobei anorganische Salze ungelést blieben. Der Trockenriick- 
stand dieser letzten Alkoholextraktion wurde in physiolog. Kochsalz- 
lésung aufgenommen und an der atropinisierten Katze getestet. Zur 





7K. Felix u. A. v. Putzer-Reybegg, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. 
Pathol. u. Pharmakol. 169, 214 [1933.] 

8 Hr. Prof. Felix teilte uns freundlicherweise mit, daB er selbst schon frither 
zur gleichen Auffassung gelangt sei und dariiber 1934 auf der Physiologentagung 
in Gottingen und 1936 auf einer Tagung in Oeynhausen vorgetragen habe. Leider 
sind diese Befunde nicht ins Schrifttum iibergegangen. 
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Sicherung wurden weitere Teste am isolierten Froschherzen und am 
isolierten Meerschweinchendarm durchgefiihrt. Die Resultate der phar- 
makologischen Priifungen, die im Versuchsteil niher beschrieben sind, 
zeigen, daB in unserem Versuch im Schweine-Mesenterium und 
-Darm au8Ber Histamin und Cholin kein anderer saurestabiler 
alkoholléslicher depressorischer Stoff gefunden worden ist. 


F. Lange beschrieb als Charakteristikum des ,,vierten Stoffes‘‘ eine 
bei der Blutdrucksenkung gleichzeitig auftretende AmplitudenvergréBe- 
rung und die Eigenschaft, daB durch gréBte Dosen bei Senkung des Blut- 
druckes auf tiefste Grade niemals eine tédliche Wirkung eintrat; durch 
Atropin wurde die Wirkung seiner gereinigten Praparate nicht beein- 
fluBt®. Wir haben bei unseren Aufarbeitungen niemals eine solche 
AmplitudenvergréBerung beobachtet. Diese Diskrepanz bedarf einer 
Klarung, um so mehr als R. Christie!® aus einem Tumor des Glomus 
caroticum eines Menschen und aus den Glomera von Haifischen und 
Rochen eine blutdrucksenkende Substanz anreicherte, die sich von 
Acetylcholin, Histamin, Adenylsaéure und Kallikrein unterschied. Die 
Befunde in bezug auf den Tumor des menschlichen Glomus’ caroticum 
wurden kirzlich bestatigt!!. 

Den HHrn. Prof. A. Butenandt, Prof. F. Haffner und Prof. F. 


Lange danken wir fiir ihr forderndes Interesse an der vorliegenden Arbeit. 
. 


Beschreibung der Versuche 


Der im folgenden gegebene Bericht stellt eine Zusammenfassung aus den 
Protokollen von insgesamt 27 Aufarbeitungen dar, die wir im Laufe eines Jahres 
durchfiihrten. 

Herstellung der Mesenterialextrakte. 1450 g schlachtfrischen Schwei- 
nemesenteriums wurden von Fett und anhaftendem Fremdgewebe befreit und 
durch einen Fleischwolf getrieben. Das zerkleinerte Gewebe (720 g) wurde nach 
Verriihren mit 1,5 1 Essigwasser vom py 4,0 20 Min. gekocht. Der wiisserige 
essigsaure Extrakt lieB sich in heiBem Zustand schnell filtrieren. Sobald er auf 
60° C abgekiihlt war, wurde die Lésung 10-proz. trichloressigsauer gemacht 
athe Ausfallung der gelésten EiweiBstoffe. Nach Abfiltrieren der entstandenen 
Fillung und Kindampfen des Filtrates konnte der verbliebene Riickstand durch 
dreimalige Extraktion mit Ather von iiberschiissiger Trichloressigsiiure und von 
Lipiden befreit werden. Der im Riickstand aufgesaugte Ather wurde abgedampft, 
det lipid- und eiweiBfreie Trockenriickstand des wiisserigen Mesenterialextraktes 
zweimal mit Alkohol ausgezogen, der Alkohol verdampft, der Riickstand der 
alkoholischen Lésung mit Wasser verriihrt und die sich bildende Lésung klar 
filtriert. Athanol-Wasser-lésliche Fraktion. Sie enthielt in 30 cem Lésung 
1,8 g orangefarbener Trockensubstanz, 

Desaminierung und Saurebehandlung. 25 cem der Alkohol-Wasser- 
léslichen Fraktion wurden mit 1 g Natriumnitrit und 3 ccm Eisessig versetzt und 
unter mehrfachem Schiitteln 5 Stdn. stehen gelassen. Dann wurde die Lésung 


® F. Lange, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 164, 
421 [1932]. 

10 R. Christie, Endocrinology 1933, 8.421, 433. 

1. Leger, J. L. Parrot u. P. Gley, Presse méd. 1947, 542. 
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5-proz. schwefelsauer gemacht und unter mehrfacher Zugabe von Wasser | Stde. 
auf dem Wasserbad am Wasserstrahlpumpenvakuum erhitzt. Nach dieser Be- 
handlung war Histamin durch Desaminierung zerstért, Adenylsiure und Adeno- 
sin waren gespalten. Histamin wird unter diesen Bedingungen nicht aus Histidin 
gebildet (Gaddum befiirchtete eine solehe Histaminbildung bei Felix, der eine 
Probe seines Extraktes allerdings 18 Stdn. in 30-proz. Schwefelsiiure ohne Wirk- 
samkeitsverlust kochte), nitrose Gase sind vertrieben. Wir haben uns von den 
aufgezahlten Tatsachen dadurch iiberzeugt, da8 wir jeweils Proben von Hista- 
min, Adenylsiure, Adenosin und Histidin derselben Behandlung unterzogen. 
Nach Neutralisation mit Soda verdampften wir die Lésung zur Trockne und 
nahmen in Alkohol auf, wobei die anorganischen Salze ungelést blieben (etwas 
Natriumacetat ging in Lésung; es verursacht jedoch nach unserer Kontrolle an 
Katze keine Blutdrucksenkung). Nach Vertreiben des Alkohols wurde der Riick- 
stand in physiol. Kochsalz-Lésung aufgenommen: Desaminierte Athanol- 
Wasser-lésliche Fraktion. Sie enthielt in 25 cem Lésung 1,6 g gelblicher ‘ 
Trockensubstanz. 

Auer Athanolextraktionen haben wir auch solche mit Butanol an Wasch- 
wissern von Rinderdiirmen des hiesigen Schlachthofes durchgefithrt. 


Pharmakologische Teste: 


1. Blutige Messung des Blutdruckes an der narkotisierten Katze 
nach Frank-Petter: Der mit Eunarcon ad us. vet. betiiubten Katze wurde 
eine Kaniile in die Arteria Carotis eingebunden und der Blutdruck durch ein 
starres Réhrensystem, gefillt mit physiologischer Kochsalzlésung + Heparin, 
auf einen Zeiger iibertragen. Zur Verhinderung der Blutgerinnung wurden der 
Katze bei Beginn des Versuches mehrere ccm Heparin-NaCl-Lésung i. v. inji- 
ziert. Durch eine in die Vena jugularis eingebundene Kaniile wurden die Test- 
Substanzen i. v. injiziert, und jeweils 1 ccm Kochsalz-Lésung zur Reinigung 
nachgespritzt. Die blutdrucksenkende Wirkung, die die desaminierte Substanz 
in Konzentrationen von 1:10 mit 0,5 bzw. 1,0 cem deutlich entfaltete, verschwand 
nach Gabe von 3 mg Atropin, was der Wirkung von Acetylcholin bzw. Cholin 
entspricht. 10 y Acetylcholin bzw. 5 mg Cholin zeigten den gleichen Effekt. 10 mg 
Methylguanidin zeigten eine geringe blutdrucksteigernde Wirkung (Kurve I, 
s. Seite 206). 


2. Untersuchung an der Motorik eines ausgeschnittenen Darm- 
stiickes: Ein 3 cm langes Darmstiick eines Meerschweinchens wird in kérper- 
warmer Tyrode-Lésung an einer Seite befestigt, an der anderen mit einem Zeiger 
verbunden. Auch hier zeigte die desaminierte Fraktion einen durch Atropin aufheb- 
baren Effekt. Die Wirkung der nichtdesaminierten Fraktion lieB sich durch Atro- 
pin nicht vollstaindig aufheben und glich der Wirkung von Histamin 1: 10000000. 
Methylguanidin zeigte 1:3000 einen geringen tonisierenden Effekt (Kurve II). 


3. Priifung am isolierten Froschherzen nach Straub: Am isolierten 
mit Ringerlésung gefiillten Froschherzen an der Straubschen Kaniile bewirkte 
die nichtdesaminierte Fraktion eine Senkung der Hubhohe, die sich durch Atro- 
pin aufheben lieB, was der Acetylcholinwirkung entspricht. Die an den vor- 
genannten Priparaten auBerdem gefundene Histaminwirkung der nicht desa- 
minierten Fraktionen laBt sich am Froschherzen nicht zeigen. Die Wirkung der 
desaminierten Fraktion 1:30 wurde durch Atropin verzégert riickgiingig ge- 
macht, was an unseren Priiparaten der Wirkung einer Cholinlésung 1:100 ent- 
spricht. Die geringe Wirkung einer Methy!guanidinlésung 1:1000 wurde durch 
Atropin nicht beeinfluBt (Kurve IIT). 

Nach diesen Versuchen ist die blutdrucksenkende Wirkung der gepriiften 
Extrakte nicht von den bekannten Wirkungen von Histamin und Acetylcholin 
unterschieden bzw. ist die abgeschwichte Wirkung nach Desaminierung auf 
Cholin zuriickzufihren. 

















Georg Schmidutz 


















































































































































































































































I im (i) T ill z 
! iN . 
y i f J 
‘* 2 pa ; 
; ff 4 
Ss Ss § Ss Ss -§ 
y § ay eg 
im ATT 
ie ei C 
t t 4 4 
i 3 
3 S ‘S s s S 
fF € jb e [bes 





Ausgewiihlte Beispiele der Wirkung der desaminierten Substanz im Vergleich 
mit Acetylcholin, Cholin und nichtdesaminierter Substanz. 
I: Blutdruch (Katze), IZ: Darm (Meerschweinchen), IIL: Herz (Frosch). 


Vereinfachte Darstellung von a-Monobenzoyl-/-arginin 
Von 
Georg Schm‘dutz 
Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitit Erlangen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Mai 1948) 


Felix, Miller und Dirr? benzoylieren /(+-) - Argininchlorhydrat 
in schwach natronalkalischer Lésung unter Eiskiihlung. 50°/ der Theorie 
werden dabei zu «-Monobenzoyl-l-arginin benzoyliert ; daneben entstehen 


1K, Felix, H. Miller u. K. Dirr, diese Z. 178, 192 [1928]. 
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25% Dibenzoylarginin. Bergmann und Mitarbeiter? benzoylieren Ar- 
gininchlorhydrat bei Zimmertemperatur in soda-alkalischer Lésung und 
erhalten in ungefahr 70-proz. Ausbeute Monobenzoylarginin. 


Noch einfacher ist die Darstellung von Monobenzoyl-l-arginin, wenn 
man von einer wassrigen Lésung des freien / (+-)-Arginins ausgeht, deren 
Bereitung in einer vorangegangenen Notiz® angegeben ist. Da die pra- 
parative Darstellung von / (+-)-Argininchlorhydrat aus Gelatine kiinftig 
wohl vorzugsweise nach der Vorschrift von Brand und Sandberg ? iiber 
das Benzyliden-argininhydrat von Bergmann und Zervas' erfolgen 
wird, erfordert die, folgende Darstellung von Monobenzoy]l-l-arginin die 
Isolierung einer Stufe weniger. Ohne Entstehung von Dibenzoylarginin 
werden iiber 60% der Theorie analysenreines Monobenzoy]l-l-arginin 
erhalten, bezogen auf angewandtes Benzyliden-argininhydrat. 


Versuche 


24,83 g Benzyliden-argininhydrat (0,1 Mol) werden in 100 com Wasser 
suspendiert, mit Wasserdampf in Benzaldehyd und freies 1 (+)-Arginin gespalten. 
Die alkalische Lésung wird unter gelegentlichem Liiften des Stopfens auf Zim- 
mertemperatur abgekiihlt, 4 g NaOH, gelést in 100 cem Wasser, hinzugegeben 
und anschlieBend 14,2 g Benzoylchlorid (0,1 Mol). Nach %-stdg. Schiitteln zeigt 
die Lésung ein 7 y ca. 5 und das Be snzoylchlorid ist verbraucht. Am folgenden 
Tag wird durch ein Faltenfilter filtriert und einmal mit 100 ccm Ather durch- 
geschiittelt. Mit einigen Tropfen Ammoniak wird auf ry 8 gebracht und im 
Wasserstrahlvakuum auf 125 ccm eingeengt. Nach 2 Tagen kristallisieren 10,28 g 
analysenreines Monobenzoyl-l-arginin in mikroskopischen gegenseitig ab- 
geschriigten Prismen, mitunter durchsetzt von dreieckigen Platten vom Zers.- 
Pkt. 286,4 (korr.). Beim Umkristallisieren aus der 22-fachen Menge heiBen Was- 
sers erhéht sich der Zersetzungspunkt nicht mehr. Nach dem Einengen des 
ersten Filtrates auf die Hilfte kristallisieren nach weiteren 5 Tagen nochmals 
7,42 g schon analysenreiner Substanz aus, so da die Gesamtausbeute 63,6% der 
Theorie betrigt. Bei der guten Darstellungsméglichkeit von Benzylidenarginin- 
hydrat erscheint eine nochmalige Isolierung aus dem Filtrat der zweiten Kri- 
stallisation nicht mehr lohnend. 

19,03 mg Sbst.: 39,05 mg CO,, 11,58 mg H,O. — 53,5 mg Sbst.verbr. 
7,57 ecm 0,1l-n. HCl (Kjeldahl) (Sbst. einmal aus Wasser umkrist.) — 51,6 mg 
Sbst.: 7,38 cem 0,1-n. HCl (Kjeldahl) (Rohprodukt des zweiten Kristallisates). 

C,, H,,O, N, (278,17). Ber. C 56,08, H 6,52, N 20,14. 

Gef. 56,00, 6,81, 19,82; 19,98. 
In 2-n. HCl drehte die 4,299-proz. Lésung von der Dichte 1,0232 bei 20° C im 
l-dm-Rohr 0,48° nach links. 
420 __ —0.48°-100-0,4487 . 

[aly = = y0,4471 - 1,0232 — 
Felix und Mitarbb.! fanden eine spezif. Drehung von — 8,1° und den héheren 
Schmp. 298° (unkorr.). Bergmann und Mitarbb.* geben auBer den analytischen 
Daten keine Konstanten. 


2 M. Bergmann, J. S. Fruton u. H. Pollok, J.B. C. 127, 643 [1938]. 


3 G. Schmidutz, diese Z. 283, 126 [1948]. 
4 E. Brand u. M. Sandberg, Organic Syntheses Coll. Vol. IT, 8. 49 [1943]. 


5 M. Bergmann u. L. Zervas, diese Z. 152, 282 [1925]. 
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Radioaktive Isotope 
Dank den Bemithungen des British Research-Branch kénnen radioaktive 
Isotope fiir wissenschaftliche Arbeiten iiber die JEIA bezogen werden. 
Lieferbar sind vorerst nur in beschrirkten Mengen: 























Insgesamt zur Verfiigung ER Transport- 

Substanz stehende Menge in pro mCurie kosten 
ene | ca. DM ca. DM 

p32 monatlich ........ 2-5 40. 5.50 
$35 vierteljahrlich 1 mC in 20g KCl 40. 5.50 
ae halbmonatlich . ...... 1 40. 130.— 
K# wochentlich' ........ 2 40. 130.— 
Cu®4 wochentlich. ....... 18 40. 130.— 
Na® wochentlich ........ 8 40.— 130.— 














Anfregen und Bestellungen sind an die Biochemische Abteilung 
der Medizinischen Forschungsanstalt der Max-Planck- Gesell- 
schaft, (20b), Géttingen, BunsenstraBe 10, zu richten. 
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Synthese racem. Penaldinsdure-acetale 
Von 
Adolf Butenandt, Horst Jatzkewitz und Ulrich Schiedt 


Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. August 1948) 


Bei der energischeren Saurehydrolyse eines Penicillins entsteht 
neben d-Penicillamin (d-Dimethyl-cystein) und Kohlendioxyd der Pe- 
nillaldehyd (penilloaldehyde), in dem ein N-acylierter Amino-acet- 
aldehyd der Forme] I vorliegt?. 


OHC- CH, OHC - CH - COOH IIa R= n°C,H,, 
| | 
NH- CO NH - CO 
| | 
Rk I R IL ILtbR=CH,-C,H; 


Dieser Aldehyd und das Kohlendioxyd verdanken ihre Bildung der be- 
kannten Decarboxylierung freier 6-Oxo-carbonsauren; ihre gemeinsame 
Vorstufe ist die Penaldinsaiure (penaldic acid) der Formel II, eine 
N-acylierte a-Amino-f-oxo-propionsaéure oder, anders bezeichnet, ein 
N-acylierter Serinaldehyd. Die Natur des Acylrestes in I und II ist von 
der Penicillinart abhingig. Die Benennung der Penaldinsaéuren wird 
durch die neue angelsaichsische Nomenklatur bestimmt?, nach der die 
CO-Gruppe des Acylrestes in die Trivialbezeichnung beim Penicillin, 
seinen Umlagerungs- und Abbauprodukten miteingeschlossen wird und 
z. B. der N-n-Caproyl-serin-aldehyd (II a) aus n-Pentyl-penicillin 4) den 
Namen n-Pentylpenaldinséure ®) und der N-Phenacetyl-serinaldehyd 
(II b) aus Benzyl-penicillin ©) die Bezeichnung Benzyl-penaldinsaure ?) 
erhalt. 

Ziel unserer Arbeit war es, Penaldinséuren in Form bestandiger 
Derivate zu gewinnen. Wir wahlten zu dem Zweck ihre Acetale, von 
denen wir in der Literatur bisher nur den Namen erwahnt gefunden 


1 Zusammenfassung: E. B. Chain, Nobel-Vortrag: ,, The chemical structure 
of the penicillins“, in ,,Les prix Nobel en 1946“, Stockholm 1948, S. 221. 

2 V. du Vigneaud u. Mitarbb.: Synthetic penicillin. Science [New York] 
104, 431 (1946). 

A) Frither Dihydro I- oder Dihydro F-Penicillin. 

B) Frither Dihydro I- oder Dihydro F-Penaldinsiure. 

C) Frither II- oder G-Penicillin. 

D) Friher II- oder G-Penaldinsiure. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 283 
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haben*, Es gelang uns, racem.Serinaldehyd-diathylacetal darzu- 
stellen und zu acylieren; als Beispiele beschreiben wir im folgenden die 
Synthese von racem. Benzyl- und racem.n-Pentyl-penaldinsaure. 
diathylacetal. 

Es wurde zunichst versucht, durch alkalische Kondensation von Formy]- 
glycinester und Ameisensiureester zum Alkalisalz des N-Formyl- 
formyl-glycinesters (III) zu gelangen, seine Ketoform zu acetalisieren (LV), 
Formyl- und Estergruppe mit Alkali zu entfernen und durch Acylierung in 
alkalischer Lésung die Penaldinsiiure-acetale darzustellen: 


HCOOC,H, + H.C - COOC,H, NaOHC : C- COOC,H; 


| | 
NH:-CHO ~~ NH - CHO III 
H.C,0 
Acetalisierung ScH-CH.COOC,H,  H,C,OHC: C.COOC,H, 
nha: ai = | 
H;C,0 NH-CHO IV NH-CHO V 


Dieser Weg fiihrte nicht zum Erfolg. Bereits die Esterkondensation verlief 
trotz Verwendung der verschiedensten Kondensationsmittel (Natriumithylat in 
absol. Athanol‘, Kaliumithylat in absol. Alkohol-Ather®, Natrium in Benzol*) 
uneinheitlich; die Reaktionsprodukte zeigten zwar mit Ferrichlorid eine starke 
Enolreaktion und lieferten bei der Umsetzung mit Dinitrophenylhydrazin ein 
Hydrazon von III der richtigen Zusammensetzung, jedoch waren die Ausbeuten 
iiuBerst unbefriedigend. Wurde der Ester aus dem rohen Natriumsalz III mit 
absol. alkohol. Salzsiure in Freiheit gesetzt und eine Acetalisierung nach E. Fi- 
scher und Giebe’, Sugasawa® oder mit Orthoameisensiureester durchge- 
fiihrt, so konnten ebenfalls nur uneinheitliche Reaktionsprodukte gefaBt werden. 
— Bei Verwendung von Natrium in absol. Benzol als Kondensationsmittel und 
anschlieBender Acetalisierung des trockenen Natriumsalzes nach Sugasawa’* 
mit 22-proz. absol. alkohol. Salzsiure, wurde nach fraktionierter Hochvakuum- 
destillation der Reaktionsprodukte in geringer Menge der Enolathylither des 
N-Formyl-formylglycinesters (V) erhalten. 


Das Ziel wurde auf einem Wege erreicht, der durch folgende Formel- 
iibersicht gekennzeichnet ist: 
HCOOC,H, + H,C-COOCc,H, 


” C_H,OK 


KOHC: C- COOC,H, 
| dossier | 
Cl Cl VI 


HCL HOHC:C-COOC,H; == OHC-CH- COOC.H, 
| ; 
Cl VII Cl 


3 Wahrscheinlich in der uns z. Zt. nicht mehr zuginglichen Arbeit von 
D. Bonner: Studies on the biosynthesis of penicillin, Arch. of Biochemistry 13, 
1 [1947]. 

4 Vgl. E. Erlenmeyer jun. u. F. Stoop, Liebigs Ann. Chem. 337, 250 
[1904]. 
5 Vgl. W. Wislicenus u. W. Silberstein, Ber. dtsch. chem. Ges. 43, 1826 
[1910]. 

° Vgl. B. Johnsonu. 8. H. Clapp, Amer. chem. J. 32, 144 [1904]. J. Heil- 
bron u. H. Cook, Chem. Zbl. 19481, 137. 

7 E. Fischer u. Giebe, Ber. dtsch. chem. Ges. 30, 3053 [1890]. 
5 H. Sugasawa, Chem. Zbl. 1927 II, 1814. 
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ono Hs: H,C,0 
tal SCH -CH-COOC,H, *Ba(oH). SCH - CH COOBa/, 
_ woe FCO 

sa Cl VIII ae Cl IX 
H,C,0 H,C,0 
2n.(NH,),80, SCH -CH-COONH, NH, SoH -CH- COOH 
. 2 l ee ia | 
H,C,0 Cl x H,C,.0 NH, XI 
gem TER XIIa R = CH, - C,H; 
i, cH -CH - COOH 
a a. — XII b R = n-C,H,, 
l 
R XII 


Chloressigester und Ameisenséureester wurden unter dem EinfluB 
von Kaliumathylat in absol. alkoholisch-atherischer Lésung nach Wisli- 
cenus® zu Kalium-formyl-chloressigester (VI) kondensiert. Dieses Salz 
wurde nach Sugasawa® mit 22-proz. absol. alkohol. Salzsdure direkt 
oder nach E. Fischer und Giebe’ tiber den freien rohen Formyl- 
chloressigester (VII) mit 1-proz. absol. alkohol. Salzsaure acetalisiert. 
Obwohl die Ausbeute nach beiden Methoden etwa die gleiche war, wurde 
das zweite Acetalisierungsverfahren wegen der giinstigeren Aufarbeitung 
bevorzugt; es lieferte das reine Formyl-chloressigester-diath yl- 
acetal (VIII) in 27-proz. Ausbeute; 17,5°, d. Th. an Aldehyd (VII) 
wurden dabei zuriickgewonnen. Das reine Acetal ist eine farblose Fliis- 
sigkeit (Sdp.,, 108—109°; unkorr.) von charakteristischem Acetal- 
geruch; es wurde bereits von Wohl und Schweitzer auf andere, um- 
stindliche Weise bereitet?°. 

Zur Verseifung der Estergruppe wurde das Acetal VIII mit einem 
UberschuB8 von n-Barytlauge 8 Min. bei 45° geschiittelt; dann wurden 
die Barium-Ionen mit der berechneten Menge 2-n. Ammonsulfat gefallt. 
Man gelangt so durch doppelte Umsetzung (VIII—X) — bei stets 


‘ alkalischem Reaktionsmilieun — zu einer schwach ammoniakalischen 


Lésung des Ammoniumsalzes vom Formy]-chloressigsaure-acetal 
(X). Sattigt man die Lésung mit Ammoniakgas und erhitzt im Ein- 
schmelzrohr 36 Stdn. auf 115—120°, so 1aBt sich das racem. Serinal- 
dehyd-diathylacetal (XI) in einer Ausbeute von 51% d. Th. ge- 
winnen. Es 1a8t sich auf Grund seiner Léslichkeit in heiBem n-Propanol 
vom Ammonchlorid gut abtrennen und kristallisiert aus 96-proz. Athanol 
in Biischeln farbloser Plattchen vom Schmp. 190-192° (Zers.; unkorr.), 
die eine sehr empfindliche kornblumenblaue Ninhydrinreaktion geben, 

Die Acylierung wurde in der fiir Aminosduren iiblichen Weise mit 
dem Saurechlorid in 2-n. Natronlauge vorgenommen. Aus der alkalischen 
Losung gewannen wir die freien Penaldinséure-acetale durch Ansaiuern 


» W. Wislicenus, Ber. dtsch. chem. Ges. 43, 3530 (1910). 
10 A, Wohl u. H. Schweitzer, Ber. dtsch. chem. Ges. 40, 96 [1907]. 


14* 
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mit Ameisensaure. Sie lieBen sich aus atherischer Lésung mit Petrol. 
iither fallen und analysenrein erhalten. racem. Benzyl-penaldinsaure. 
diathylacetal (XII a) entstand aus reinem Serinaldehyd-acetal (XT) 
mit Phenacetylchlorid i in einer Ausbeute von 66°% d. Th.; es kristallisiert 
in farblosen glinzenden Blattchen, die bei 108° sintern und bei 111° 
(unkorr.) unter Blasenbildung schmelzen; racem.n-Pentyl-penaldin. 
siure-diathylacetal (XIIb) bildete sich mit n-Caproylchlorid zu 
68°, d. Th. in Form farbloser mattglinzender verfilzter Kristallchen 
vom Schmp. 61—62° (unkorr.). Es konnte auch aus dem rohen, unge. 
reinigten Gemisch von Serinaldehyd-acetal und Ammonchlorid dirckt 
bereitet werden; in diesem Fall betrug die Ausbeute 34° d. Th., be- 
zogen auf Formyl-chloressigester-acetal; das ist etwa der gleiche Anteil 
wie bei der Darstellung tiber gereinigtes Serinaldehydacetal. 
Die angegebenen Ausbeuten fiir das Gesamtverfahren lassen sich 

insbesondere fiir die Acetalisierungsstufe — zweifellos erheblich steigern, 


Beschreibung der Versuche+ 
Formyl-chloressigester (VII) 
(nach W. Wislicenus’) 

9,8 g (%4 Mol) krustenfreie Kalium-Stiickchen werden mit 180 cem absol. 
Ather iibergossen. Dazu fiigt man nach und nach 45 ccm absol. Alkohol. 
Gegen Ende der Reaktion wird der Kolbeninhalt solange am RiickfluBkihler 
erwarmt, bis alles Kalium in Lésung gegangen ist. Man kiihlt mit Eis und gibt 
im Laufe von etwa 1 Stde. unter Riihren tropfenweise ein Gemisch von 30,6 g 
(4 Mol) frisch destilliertem Chloressigester und 20g (etwas mehr als 44 Mol) 
frisch destilliertem Ameisensiureester hinzu. Man rihrt noch einige Zeit 
unter Eiskiihlung und liBt das Reaktionsgemisch etwa 12 Stdn. bei 20° stehen. 
Das ausgeschiedene Kaliumsalz des Formyl-chloressigesters (VI) wird 
scharf abgenutscht, mit Ather gewaschen, gut abgepreBt und etwa 5 Stdn. an 
der Luft getrocknet, wobei es sich ein wenig verfirbt. Es wird in 60 cem Wasser 
gelost, die Lésung mit 12 ccm konz. Salzsiiure angesiuert und sechsmal mit ins- 
gesamt 150 ccm Ather ausgeschiittelt. Die Atherlésung wird einmal mit wenig 
gesittigter Natriumsulfatlésung gewaschen und iiber frisch gegliihtem Natrium- 
sulfat getrocknet. Nach dem Verdampfen des Lésungsmittels auf dem Wasser- 
bad bleiben 26 g roher Formyl-chloressigester (VII) zuriick (69% d. Th.), 
die am besten sofort weiterverarbeitet werden. 

Formyl-chloressigester-diithylacetal (VII) 
(Acetalisierung nach E. Fischer und Giebe’) 

Eine Lésung von 26g rohem Formy!l-chloressigester (VII) in 200 ccm 
1-proz. absol. alkohol. Salzsiiure wird 48 Stdn. bei 40° stehen gelassen, dann 
24 Stdn. auf dem Wasserbad erhitzt. Die Mineralsiure wird mit absol. alkohol. 
Natriumalkoholatlésung neutralisiert (Universal-Indikatorpapier ,,Merck*“), das 
Lésungsmittel iiber eine wirksame Kolonne abdestilliert, der Riickstand in Ather 
aufgenommen, vom ausgeschiedenen Kochsalz filtriert und nach Verdampfen 
des Athers im Vak. destilliert. 

Bei 108—109°/11 mm?? gehen 15g (27% d. Th.) Formyl-chloressig- 
ester-diathylacetal (VIII) als farbloses Ol von charakteristischem Acetal- 
geruch iiber. Der Vorlauf (6,5 g = 17,5°% d. Th.) besteht aus Formy]l-chloressig- 
ester (Sdp.,, 60—75°), der etwas Acetal enthalt. Er kann wieder acetalisiert 
werden. 


11 Alle Schmelz- und Siedepunkte unkorr. 
12 Sdp.,, nach A. Woh! u. H. Schweizer!® 116—117°. 
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Formyl-chloressigester-diithylacetal (VIII) 
(Acetalisierung nach H. Sugasawa’) 

20,5 g trockener Kalium-formyl-chloressigester (VI) werden unter 
Fiskihlung und heftigem Rithren langsam mit einer Lésung von 28 g Chlor- 
wasserstoffgas in 100 g absol. Alkohol versetzt. Man riihrt unter Eiskithlung 
weitere 3 Stdn. und 1é8t die Reaktionsmischung 12 Stdn. bei etwa 20° stehen. 
Danach wird der Kolbeninhalt durch Zusatz von festem Natriumbicarbonat 
neutralisiert, das anorganische Salz abgenutscht und gut mit Alkohol und Ather 
gewaschen. Das Filtrat wird iiber wasserfreiem Kaliumcarbonat getrocknet, 
das Lésungsmittel iiber eine wirksame Kolonne vertrieben und der Riickstand im 
Vakuum destilliert. Bei 108—109°/1]1 mm gehen 7g Formyl-chloressig- 
ester-diithylacetal (VIII) itber. Der Vorlauf liefert 5 g Formyl-chloressig- 
ester (VII). Da bei der Umsetzung von 30,6 g Chloressigester im Durchschnitt 
38 g trockener Kalium-formyl-chloressigester entstehen, so betrigt die Ausbeute 
an reinem Acetal 23°}, an Aldehyd 25°) d. Theorie. 

racem. Serinaldehyd-diithylacetal (XI) 

15g reines Formyl-chloressigester-diithylacetal (VIII) werden 
8 Min. mit 92 ccm einer 45° warmen bei 45° n. Barytlauge geschiittelt. Zu der 
Losung (IX) fiigt man sofort 46 ccm einer 2-n.Ammonsulfatlésung hinzu. Nach 
liangerem Stehenlassen zentrifugiert man das ausgeschiedene Bariumsulfat ab, 
wischt es mit wenig Wasser nach und sittigt die schwach ammoniakalische klare 
wiBrige Lésung (X) bei 20° mit Ammoniakgas. Sie wird im EinschluBrohr 
36 Stdn. auf 115—120° erhitzt. Dann wird der Rohrinhalt im Vak. zur Trockene 
gedampft, der Riickstand in Wasser aufgenommen und das Lésungsmittel 
wiederum im Vak. vertrieben. Es hinterbleiben 15 g einer braunen festen Sub- 
stanz — in der Hauptsache Serinaldehyd-acetal und Ammonchlorid — im fol- 
genden ,,Aminosiure-Rohgemisch* genannt. 

Zur Trennung der Aminosiure vom Ammonchlorid und den z. Tl. farbigen 
Verunreinigungen werden 3 g ,,Aminosiure-Rohgemisch“* auf dem siedenden 
Wasserbad viermal mit je 10ccm n-Propanol ausgezogen. Es bleiben 0,35 g 
ziemlich reines Ammonchlorid zuriick. Bei starkem Einengen der Propanol- 
lésung kristallisieren 1,5 g der Aminosiure aus, die, aus 96-proz. Athanol um- 
gelost, 1,2 g eines farblosen, in langen Nadeln erscheinenden Produkts liefern. 
Obwohl noch ammonchloridhaltig, diirfte diese Substanz fiir die Weiterverarbei- 
tung und zur Bestimmung der Ausbeute von Serinaldehyd-acetal (51% d. Th.) 
am besten geeignet sein. 

Durch weiteres zweimaliges Umkristallisieren aus Athanol wird die Sub- 
stanz ammonchloridfrei erhalten und erscheint jetzt in Biischeln farbloser Platt- 
chen. Dieses Produkt wird fiir die nachfolgenden Acylierungen benutzt. — Das 
reine Serinaldehyd-diithylacetal (XI) ist in‘Wasser sehr leicht léslich, in 
kaltem Propanol und Athanol schiwer, in siedendem gut ldslich, unldslich in 
Ather und Aceton. Die waiBrige Lésung reagiert neutral und gibt eine sehr 
empfindliche kornblumenblaue Ninhydrinreaktion. Es zersetzt sich unter Braun- 
firbung bei 190—192° (Schmelzpunktréhrchen in die 170° heiBe Badflissigkeit 
getaucht). 

4,051 mg Sbst.: 7,09 mg CO,, 3,12 mg H,O. — 4,358 mg Sbst.: 0,296 cem N, 
(25,59, 736 mm; ee - 7; 62 mg Sbst.: 1, 4 com N, (17°, 731 mm; van Slyke). 
C,H, ,0,N (177,2). Ber. C 47,45, H 8,53, N 7 

Gef. C 47,76, H 8,62, N 7,52 52 (Dumas), 7,28 NH,-N (van Slyke). 


Die zu niedrigen N- Werte deuten auf eine geringe Beimengung (Iminosiiure ?) hin. 


racem. Benzyl-penaldinsiure-diithylacetal (XII a) 

200 mg (1,13 mMol) reines Serinaldehyd-diathylacetal (XI) werden 
in 0,6 cem (1,20 mMol) 2-n. Natronlauge gelést und unter Kiihlen mit Leitungs- 
wasser (12—15°) mit insgesamt 0,8 ccm (1,60 mMol) 2-n, Natronlauge und 200 mg 
Phenacetylchlorid (1,30 mMol) abwechselnd in je vier Portionen unter an- 
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dauerndem Schiitteln des ReaktionsgefiBes derart versetzt, daB das Sdaure. 
chlorid jedesmal vollstiindig geliést ist. Das Reaktionsmilieu mu8 dabei stets 
alkalisch bleiben. Nach beendeter Reaktion 148t man etwa 12 Stdn. stehen, 
filtriert und saiuert das Filtrat mit 0,12 cem (3,18 mMol) Ameisensdure an. Das 
zunichst lig ausfallende Reaktionsprodukt erstarrt nach dem Kiihlen mit Eis. 
wasser. Es wird abgenutscht, mit wenig Eiswasser gewaschen, getrocknet, mit 
wenig eiskaltem Ather gespiilt und ergibt 220 mg (66% d. Th.) reines Benzyl. 
penaldinsaure- diithylacetal (XII a). Die Substanz ist in Alkohol leicht 
léslich, gut léslich in siedendem Ather, schwer léslich in kaltem Ather und kaltem 
Wasser, unloslich in Petrolither. Die waibrige Lésung reagiert sauer. 

Zur Analyse wurde in siedendem Ather gelést und aus der aitherischen Lésung 
mit Petrolither (Sdp. 60—70°) gefillt: Farblose, glinzende Blattchen, die bei 
108° sintern und bei 111° unter Blasenbildung schmelzen. 

3,970 mg Sbst.: 8,92 mg CO,, 2,51 mg H,O. — 6,990 mg Sbst.: 0,305 cem N, 
(28°, 736 mm). 

C,;H.,0;N (295,3). Ber. C 61,00, H 7,17, N 4,74. 

Gef. C 61,31, H 7,08, N 4,79. 


racem. n-Pentyl-penaldinsiure-diithylacetal (XII b) 
(aus reiner Aminosiure) 

Wird analog dem Benzyl-penaldinsiure-acetal (XII a) aus 500 mg (2,82 
mMol) reinem Serinaldehyd-diaithylacetal (XI), die in 1,5 ccm (3,00 mMol) 
2-n. Natronlauge gelést werden und durch Zugabe von insgesamt 1,9 ccm (3,80 
mMol) 2-n. Natronlauge und 435 mg (3,24 mMol) n-Caproylcehlorid in je4 
Portionen gewonnen. Das ReaktionsgefiB wird wihrend dieser Zeit in Wasser von 
20° geschiittelt. Nach etwa 12 Stdn. wird die Lésung mit 0,27 ccm (7,15 mMol) 
Ameisensiure angesiuert. Das ausgefallene Ol erstarrt nach kurzer Zeit; man laBt 
es noch eine Weile bei 0° stehen, nutscht ab und wischt mit Eiswasser nach. Die 
anhaftende Capronsiure entfernt man nach dem Trocknen mit Petrolather und 
erhalt 530 mg (68% d. Th.) reines n- Pentyl-penaldinsiure-diathylacetal 
(XII b). Die Substanz ist leicht léslich in Alkohol und Ather, sehr schwer léslich 
in Petrolither und kaltem Wasser. Die wiBrige Lésung reagiert sauer. 

Zur Analyse wurde in Ather gelést und mit Petrolather (Sdp. 60-70°) wieder 
gefallt: Farblose mattglinzende verfilzte Kristallchen vom Schmp. 61-62°. 

3.898 mg Sbst.: 8,15 mg CO,, 3,23 mg H,O. — 7,305 mg Sbst.: 0,323 ccm 
N, (25,5°, 739 mm). 

C,3H.;0;N (275,3). Ber. C 56,70, H 9,15, N 5,09. 

Gef. C 57,06, H 9,27, N 4,92. 


racem. n-Pentyl-penaldinsiure-diithylacetal (XII b) 
(aus ,,Aminosiure-Rohgemisch*‘) 

Zur Lisung von 3 g des ,,Aminosiure-Rohgemisches‘* — 3 g (13,35 mMol) 
Formyl-chloressigester-diithylacetal (VIII) entsprechend — in 15 ccm Wassey 
werden 14,5 ccm (29 mMol) 2-n. Natronlauge hinzugefiigt. Die Fliissigkeit wird 
solange auf dem Wasserbad erhitzt, bis kein Ammoniak mehr entweicht, zur Ent 
firbung mit etwas Tierkohle behandelt und filtriert. Die Acylierung wird i 
gleicher Weise, wie vorher beschrieben, mit insgesamt 6,84 ccm (13,7 mMol 
2-n.Natronlauge und 1,8 g (13,35 mMol) n-Caproylehlorid in je 6, Por 
tionen durchgefiihrt. Nach etwa 12 Stdn. wird die alkalische Lésung mit Ather 
ausgeschiittelt, um Harz zu entfernen, mit 1,65 ccm (43,7 mMol) Ameisensaure an 
gesiiuert und wiederum ausgeathert. Die atherische Lésung wird tiber Natrium 
sulfat getrocknet, im Vakuum stark eingeengt, mit etwa 40 ccm Petrolathe 
(Sdp. 60-70°) versetzt und ungefihr 12 Stdn. bei 0° stehen gelassen. Das ausge 
schiedene n-Pentyl-penaldinsiure-diithylacetal (XII b), das durch Ab 
pressen auf Ton von einer 6ligen Beimengung befreit wird, wiegt 1,25 g (34° 
d. Th.). Das ist fast die gleiche Ausbeute, bezogen auf Formyl-chloressigester 
acetal (VIII), wie bei der Darstellung iiber die reine Aminosiure (35% d. Th.) 
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Uber die methodischen Méglichkeiten 
vergleichend quantitativer Bestimmung der gebundenen 
Plasmaproteinaseaktivitat 
Von 
Rudolf Marx und Hans Bayerle 


Aus der Chem. Abt. des Pathologischen Institutes der Universitat Miinchen 
Stellvertr. Leiter des Institutes: Dozent Dr. med. L. Burekhardt 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. April 1948) 


Natives Plasma und natives Serum entfalten bei véllig gesunden, unbe- 
handelten Menschen und Laboratoriumstieren keine meBbare Proteinaseaktivi- 
tit!. Bei bestimmten Erkrankungen und iarztlichen Eingriffen erst werden in 
nativem Plasma und Serum mehr oder weniger spezifische Proteinasen meBbar, 
die E. Abderhalden entdeckt! und als Abwehrproteinasen bezeichnet hat. 
Trotz dieses Sachverhaltes sind im nativen Serum und Plasma gesunder, unbe- 
handelter Menschen und Tiere eine bzw. mehrere Proteinasen in véllig gehemmter 
Form vorhanden, die qualitativ schon lange beobachtet worden und fiir die 
Fibrinolyse und Fibrinogenolyse in vitro und in vivo vorziiglich verantwortlich 
zu machen sind?. Fiir die Erforschung der Blutgerinnung kommt der Plasma- 
proteinase von tryptischem Charakter eine besondere Bedeutung als stérende und 
denaturierende Verunreinigung von Thrombin-, Prothrombin- und Fibrinogen- 
praiparaten zu. Nach der Meinung von Nolf und Ferguson spielt dieses ,, Plas- 
matrypsin“‘ eine wichtige Rolle bei der Einleitung der Blutgerinnung an benetz- 
baren Grenzflichen*, bei der Retraktion des Blutgerinnsels und bei der Genese 
des plasmatischen Defektes bei der Hiimophilie*. Wahrscheinlich ist der Plasma- 
trypsinkomplex auch fiir die Fuchssche Reaktion und auch fiir die Freund- 
Kaminersche Reaktion von Bedeutung >. 

Aus methodischen Griinden, weil es fiir den Reihenversuch nicht befrie- 
digend méglich erschien, die Plasmaproteinaseaktivitit von ihren Hemm- 
kérpern zu befreien, wurde die Physiologie und Pathologie der Plasmaproteinase 
(abgesehen von den Abwehrproteasen) bisher nicht systematisch bearbeitet. Wir 
haben seit 1944 die Méglichkeiten gepriift, das als Plasmatrypsin, Plasmatryp- 
tase, Plasmin®, Fibrinolase’, Fibrinogenolase bezeichnete Ferment bzw. den 
damit umrissenen Fermentkomplex unter medizinischen Gesichtspunkten ver- 
gleichend-quantitativ zu erfassen. Dabei haben wir zuniichst auBer acht ge- 
lassen, ob neben dem Ferment von tryptischem Charakter auch noch eine 
katheptische Proteinase gebunden im Plasma vorkommt. 

Das innerhalb des nativen Plasmas unwirksame Plasmatrypsin scheint als 
Trypsinogen ahnlich wie das Pankreastrypsinogen durch einen spezifischen 
Hemmungskoérper von Polypeptidcharakter spezifisch gehemmt vorzuliegen’. 
Schmitz® hat einen solehen Hemmungskoérper in Serum nachweisen kénnen. 


1 E. Abderhalden, Abwehrfermente, Theodor Steinkopff, Dresden und 
Leipzig 1941. 

2 C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 3. Bd. 

3 P. Nolf, Medicine 17, 381 [1938]; J. H. Ferguson, B. L. Travis u. 
K. B. Gerheim, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 64, 302 [1947]. 

4 J. H. Ferguson, Amer. J. Physiol. 126, 669 [1944]. 

5 H. Diekmann, Krebsforschung 50, 41 [1940]. 

6° L. R. Christensen u. C. M. Mac Leyd, J. Gen. Physiol. 28, 559 [1945]. 

7 H. Dyckerhoff u. Jakober, Biochem. Z. 317, 72 [1944]. 

8 H. J. Milstone, Immunology 42, 109 [1941]; M. H. Kaplan, Proc. Soc. 
Exp. Biol. Med. 57, 40 [1944]. 

® A. Schmitz, diese Z. 255, 234 [1938]. 
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AuBer diesem spezifischen Inhibitor ihnlich dem von Kunitz und Northrop 

kristallisierten Pankreastrypsin-Inhibitor gibt es sicherlich noch unspezifische 
Hemmfaktoren des Plasmatrypsins und solche, die als Immunstoffe auftreten. 
Interessant ist in diesem Zusammenhang, daB nach Ferguson die aus Pan- 
kreas und auch aus Sojabohne kristallisiert gewonnenen Hemmké6rper des 
Pankreastrypsins die Plasmaproteinase véllig hemmen und der Trypsin-In- 
hibitor aus Soja dariiber hinaus auch noch eine blutgerinnungshemmende 
Wirkung besitzt1. 

Das bei der Gerinnung von Plasma ausfallende Fibrinnetz adsorbiert einen 
Teil des Plasmatrypsins, was sich durch den vélligen Selbstabbau von in neu- 
traler Pufferlésung suspendiertem Fibrin einwandfrei nachweisen laBt. Trotz- 
dem tritt im normalen Serum vom Kaninchen und Rind keine, in demjenigen 
des Menschen eine geringfiigige oder keine proteinasebedingte Lyse von im Se- 
rum ausgefallenem Fibrin auf, weil der Inhibitorenschutz im Milieu des Serums 
Jihmend auf das ausgefallene, an das Fibrin adsorbierte Plasmaproteinasesystem 
wirkt}*, 

Wie Delezenne und Pozerski™ zeigten, kénnen durch Schiitteln von 
Serum mit Chloroform die Inhibitoren des Plasmatrypsins (analog den Hemm- 
kérpern des aktiven Thrombins) ausgeschaltet werden; auf diese Weise kann 
die Plasmaproteinaseaktivitit meBbar gemacht werden. 

Eine im Reihenversuch durchfiihrbare einfache Fraktionierung von 
Plasma oder Nativserum erschien uns als der sicherste Weg zur Ent- 
fernung der Hemmkérper des Plasmatrypsins. Da diese, soweit jetzt 
iibersehbar, in der Albuminfraktion des Serums bzw. Plasmas zu suchen 
sind!4, gelingt die Enthemmung des Plasmatrypsins durch Fraktionie- 
rung des Serums in einen Globulinanteil (Plasmarest) und in einen 
Albuminanteil. Am einfachsten 1a8t sich dies durch Verdiinnung des 
Serums oder Plasmas mit Wasser und schwaches Ansaduern erreichen, 
wodurch die Globuline ausgefallt werden. Diese kénnen von den in 
Lésung verbleibenden Hemmstoffen der Albuminfraktion abzentrifu- 
giert werden und lésen sich wieder in neutraler oder schwach alkalischer 
Kochsalzlésung. Die Plasmaproteinase ist in der Globulinfraktion ent- 
halten. 

Setzt man einem so fraktionierten Plasma (Plasmarest) Calcium zu, 
so gerinnt es, weil es Fibrinogen, Prothrombin und Plasmathrombo- 
kinase enthalt. Das so entstandene Gerinnsel lést sich je nach Tierart 
und Einzelumstanden bei 37° in einigen Stunden wieder auf. LaBt man 
aber die mit der erwihnten ,,Wasserfraktionierung‘‘ gewonnene Glo- 
bulinfraktion eines Plasmas bei Brutschranktemperatur stehen, so ist 
nach einiger Zeit weder durch Zugabe von Thrombin noch durch Throm- 
bokinase und Calcium Gerinnung auslésbar, weil die Gerinnbarkeit des 
Fibrinogens der Lésung vornehmlich durch Proteolyse vernichtet wor- 
den ist. 








10 M. Kunitz u. J. H. J. Northrop, J. Gen. Physiol. 19, 991 [1936]. 

11 R. Y. Macfarlane, Lancet [1946]. . 

12H. Bayerle, R. Marx u. H. Heyn, unveréff.; vgl. Diss. H. Heyn, 
Miinchen 1948. 

13 ©, Delezenne u. Pozerski, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 55, 327 [1903]. 

14 J, H. Lewis, C. 8S. Davidson, G. R. Minet, J. P. Soulier, H. J. 
Tagnon u. F. H. L. Taylor, J. clin. Invest. 25, Nr. 6. 870 [1946]. 
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rop1 Wir haben nun erwogen, diese durch Zugabe von Standardthrombin 





os zeitlich fixierbare Fibrinogenolyse der routinemaBig gewonnenen Glo- 
P. Ry bulinfraktionen von Plasmen als Ma8 der vorhandenen Plasmatrypsin- 
or des Aktivitat zu bestimmen. Daneben sollte durch Fibrinogenolyse (erfaBt 
in-In- durch Thrombinzugabe) eines durch Ausschittelung mit tert. Calcium- 
nende phosphat plasmatrypsinfrei gemachten Fibrinogens (stets gleichmaBig 
inal eingestellter Konzentration), bestimmt mit einem Standardtrypsin- 
neu- praparat, ein MaBsystem gewonnen werden. Ferguson” hat kiirzlich 
Trotz- Fibrinogen als das optimale Trypsintest-Substrat, insbesondere zur Be- 
nigen stimmung kleiner Trypsinmengen bezeichnet und in Plasmafraktionen, 
a die von der Harvard Medical School?* dargestellt worden waren, sowie 
aiean in Rinderplasmafraktionen Fibrinogenolyseteste durchgefiihrt. Doch 
wurde nicht angegeben, ob dieses Prinzip zu einem Routine-Testver- 
| von fahren ausgebaut worden ist. Unter Verwendung des von uns gewahlten 
“08 Verfahrens der Plasmafraktionierung ist der Ausbau eines solchen Tests 
nun im Rahmen anderer Plasmaproteinase erfassender Teste lohnend ge- 
ue worden. Wir werden darauf im einzelnen noch zuriickkommen. 
Ent. Gegen den skizzierten Fibrinogenolysetest ware einzuwenden, dab 
‘etzt das Makromolekiil Fibrinogen im Plasmarest auch durch nicht pro- 
dion teolytische Denaturierung ungerinnbar werden kénne. Da wir in jahre- 
nits: langen Versuchen Erfahrungen liber die Fibrinogenlabilitat gesammelt 
a haben, glauben wir, da8 dieser Einwand nicht ganz von der Hand gewiesen 
iden werden kann. Die Versuchsbedingungen miissen so gewahlt werden, daB 
aay die Zeit bis zum meBbaren Eintritt der Ungerinnbarkeit des ,,Plasma- 
: he restes‘‘ nicht zu lange wihrt. Dazu wird die Verwendung eines Aktivators 
stu. des Plasmatrypsins, evtl. in der Form des von Ferguson® empfohlenen 
nw Streptokokkenextraktes (Streptokinase) von Vorteil sein. Man kann die 
nore Untersuchung wohl noch dadurch ergainzen, daB man nach Eintritt der 
mit Thrombin getesteten Ungerinnbarkeit des ,,Plasmarestes‘‘ nochmals 
Substrat in Form von plasmatrypsinfreiem Fibrinogen zugibt und die 
th Messung wiederholt. 
bo- Wenn man in einem der beiden gestreiften Verfahren zur Erfassung 
a der Plasmaproteinase, dem Chloroformtest (angewendet im Plasma) 
ag oder dem Fibrinogenolyse-Gerinnungstest oder in dem von uns im 
ilo- folgenden naher erlauterten Phenolreagens-Photometertest das 
- Fibrinogen als Hauptsubstrat der Plasmaproteinase belaBt, so erhalt 
as man bei klinischen Studien verschiedene Substratmengen, da der 
a Fibrinogenspiegel unter pathologischen Bedingungen stark schwankt. 
bi Wir gingen daher darauf aus, das Fibrinogen des Restplasmas (der 
Globulinfraktion) auszuschalten und eine konstante Caseinmenge pro 
Plasmavolumen als Substrat vorzulegen. Wenn man nicht gleich von 
Nativserum ausgehen will, kommt zur Ausschaltung des Plasmafibrino- 
mn, gens nur Koagulation durch ein Thrombin oder Erwarmung auf 55° in 
3]. 15 J, H. Ferguson, in ,,Howells Textbook of Physiology“ [1947]. 
J. 16 KE, J. Cohn, J. L. Oncley, L. E. Strong, W. L. Hughes u. Jr. 8. H. 
Armstrong, J. clin. Invest. 23, 417 [1944]. 
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Betracht. Da die Adsorptionsfahigkeit von gerinnendem Fibrinogen be- 
sonders ausgepragt ist und es auBerdem nicht einfach ist, véllig plasma- 
trypsinfreie Thrombinpraparate herzustellen, entschlossen wir uns zur 
Warmedefibrinierung der Globulinfraktion. Wir fanden, daB auch durch 
das bei der Warmedenaturierung ausfallende Fibrinogen eine gewisse 
Menge Plasmaproteinase mitgerissen wird. Da es sich um vergleichende 
Untersuchungen handelt und bei nicht zu hohem Fibrinogenspiegel die 
so der Bestimmung zunachst entzogene Menge Plasmaproteinase relativ 
gering und als ziemlich gleichmaéBig angenommen werden kann, so 
glauben wir, daB die im folgenden beschriebene Methodik fiir verglei- 
chende Teste und fiir eine erstmalig zu bildende Vorstellung iiber die 
GréBenordnung der im Plasma gebundenen Trypsinaktivitaét ausreicht. 
Bei der Methode zur quantitativen Bestimmung des Prothrombins nach 
dem Zweistufenverfahren im Plasma nach Warner und Mitarbb.!7 
liegen die Verhaltnisse, was Fermentadsorption anlangt, ahnlich!8, und 
trotzdem hat sich das Verfahren fiir vergleichende Untersuchungen inner- 
halb gewisser Grenzen. bewahrt. 

Das kolorimetrische Verfahren zur vergleichenden Bestimmung des 
Plasmatrypsins arbeitet nach folgendem Prinzip: Die bei der Proteinase- 
hydrolyse des Caseins fréi werdenden Tyrosin- und Tryptophanmengen 
ergeben beim Zusatz von Phenolreagens Blaufirbung, deren Intensitat 
der Menge des im Spaltungsansatz gebildeten Tyrosin-Tryptophan pro- 
portional ist. Die Intensitét der Blauférbung wird durch Messung der 
Lichtabsorption in °% bestimmt. 

Mit diesem im Versuchsteil beschriebenen Testverfahren unter- 
suchten wir eine Anzahl von Plasmen vom Menschen, von Kaninchen, 
vom Rind und Meerschweinchen. Wir fanden im warmedefibrinierten 
Plasma (bzw. Serum) aller untersuchten Spezies Plasmaproteinase- 
Aktivitat. Die starkste Aktivitat hatte Meerschweinchenserum. 

Es wurde auf diese Weise erstmalig méglich, die im Plasma gebunden 
vorhandenen Proteinaseaktivitaét wenigstens gréBenordnungsmafBig zu 
bestimmen. Weitere Reihenversuche miissen die genauen physiologischen 
Schwankungsbreiten im Bereich des Normalen abstecken. Auf 100 cem 
Oxalatplasma finden sich unter den Bedingungen unseres Testverfahrens 
beim Menschen um 500, beim Rind um 1500, beim Kaninchen um 2000 
und beim Meerschweinchen iiber 4000 Fuld-GroB-Einheiten Trypsin, 
was, auf unser Acetontrypsin-Trockenpraparat bezogen, bis zu 0,5 mg 
auf 100 ccm Oxalatplasma entspricht. 

Die Untersuchungen sollen mit einem krist. Trypsin als Vergleich 
wiederholt werden. 

Bei unseren Versuchen erwies sich im Milieu der Plasmaglobulin- 
lésung die Plasmaproteinase als temperaturlabil. Durch Kochen wurde 
sie vernichtet, beim Erwarmen auf 55° ging innerhalb 14 Stde. ein er- 





17 K. D. Warner, K. M. Brinkhaus u. H. P. Smith, Amer. J. Physiol., 
Proc. Soc. exp. Biol. Med. 40, 197 [1939]. 
18 R. Marx u. H. Bayerle, im Druck. 
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heblicher Anteil, etwa 1% zugrunde. Im Verband des Plasmas konnte 
beim Aufbewahren bei 4° im Eisschrank keine Abnahme der Plasma- 
trypsinaktivitat beobachtet werden. 

Durch Ausschiitteln mit tert. Calciumphosphat 1aBt sich das Plasma- 
trypsin analog dem Prothrombin aus Plasma adsorbieren. Doch scheint 
das Plasmatrypsin genetisch ohne Zusammenhang mit dem Prothrombin 
zu sein. Denn Kaninchen, die durch Fiitterung mit Dicumarin einen um 
80% gesenkten Prothrombinspiegel aufwiesen?®, zeigten keine Altera- 
tion der Aktivitét an Plasmatrypsin im warmedefibrinierten Plasma. 
Die Plasmatripsinaktivitaét stieg auch nach Injektion von Casein und 
Edestin im Spiegel des Testes nicht an. Man wird versuchen miissen, 
durch Anwendung kombinierter Methoden und Erfassung des mit dem 
Fibrin bzw. wirmedenaturierten Fibrinogen ausfallenden Anteiles diesen 
Befund zu iiberpriifen. 

Es ist in diesem Zusammenhang ganz interessant, daB Rosen- 
baum”, Mac Neil und Kahn nach Injektion von Casein und 
Edestin keine diese Substrate abbauenden Fermente im Serum gefunden 
haben. 

Wir nahmen zuerst an, daB die Nichtbeeinflussung durch Injektion 
von artfremdem Eiwei8 vielleicht dadurch vorgetaéuscht sein kénnte, 
daB ein erheblicher Anteil des Fermentes bei unserer Versuchsanordnung 
noch als Proferment vorlage. Wir stellten daher Aktivierungsversuche 
mit kleinsten, unterschwelligen Dosen®? von Trypsin und Schlangengift- 
proteasen®* an und versuchten durch Zugabe der nach den Angaben 
von Schmitz™ dargestellten ,,Plasmakinase“ eine Aktivierung zu er- 
reichen. Wir erzielten aber mit diesen Verfahren keine oder nur eine 
ganz geringfiigige Aktivierungsleistung. Dagegen zeigte Calciumzugabe 
in einigen Fallen eine leichte Aktivierungsleistung im Versuchsgemisch. 
Danach diirfte die Plasmaproteinase unter den Testbedingungen in 
aktiver Form vorliegen, wenn nicht weitere Versuche mit der von Fer- 
guson angewandten Streptokinase sich als erfolgreich erweisen werden. 

Diese Streptokinase, ein nach Garner und Tillet® hergestellter 
Streptokokkenextrakt, der ohne selbst Proteolyse-, Thrombin- und 
Thrombokinase-Eigenschaften zu haben®*, Plasmatrypsin aktivieren 
soll?®, muB auf ihre Brauchbarkeit in unserm Test noch genauer unter- 
sucht werden. 

Wie schon erwahnt, sehen wir in der Anwendung verschiedener 
Verfahren die derzeit beste Méglichkeit, genauere Kenntnisse tiber die 


19 H. Bayerle u. R. Marx, Biochem. Z. im Druck [1948]. 

20 Rosenbaum, Biochem. Z. 103, 30 [1920]. 

21 Mac Neilu. R. L. Kahn, J. biol. Chemistry 22, 59 [1915]. 

22 Mall, Z. ges. exp. Med. 109, 363 [1941]; Winkler, ebenda 119, 670 
[1941]. 
23 J. Dyckerhoff u. R. Marx, Biochem. Z. 313, 107 [1942]. 

24 H. Schmitz, diese Z. 244, 89 [1936]. 
2 R, L. Garner u. W. S. J. Tillet, J. exp. Medicine 60, 239 [1934]. 
26 M. H. Kaplan’. 
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Physiologie und Pathologie der Plasmaproteinase zu bekommen. Da 
denaturiertes Fibrinogen auf jeden Fall Plasmatrypsin mitreiBt, wird 
es zweckmaBig sein, beim Chloroform-Durchschiittelungstest nach De- 
lezenne und Pozerski auch Plasma neben Serum zu untersuchen und 
eventuell neben zusatzlichem Substrat in Form von Casein auch noch 
den erwahnten Aktivator Streptokinase zu erproben. Da im Serum 
14-stdg. Erwarmen auf 55° sowohl einen starken Aktivierungseffekt 
durch Ausschaltung von Hemmstoffen als auch einen gewissen Aktivi- 
tatsverlust des Fermentes selbst bewirkt, kann man auch einen solchen 
Test als eine Konstante sui generis neben anderen vergleichend anstellen. 
Aktivierungseffekte in den Chloroformtest in der derzeit iiblichen Aus- 
fiihrung einzubauen, scheint zweckmaBig, um die sehr langen Hydrolyse- 
zeiten (iiber eine Woche) abzukiirzen. 

Auch der Fibrinolysetest im Milieu des Serums oder von Serum- 
verdiinnungen hat beziiglich des Plasmatrypsins einen erheblichen Aus- 
sagewert. Doch ist er mehr von der Aktivitat der Summe der Hem- 
mungsfaktoren im Serum als der Aktivitét bzw. den Einheiten an 
Plasmatrypsin, die gebunden im Serum vorhanden sind, bestimmt. Zu- 
sammengestellt kommen also bisher vorziiglich 4 Verfahren zur Bestim- 
mung der im gesunden Plasma gehemmt vorliegenden Proteinase in 
Betracht: 

1. Der kolorimetrische Test in fraktioniertem Plasma oder Serum 
unter Verwendung des Phenolreagens und des Lange-Photometers 
(Marx u. Bayerle). 

2. Der Chloroformaktivierungstest (nach Delezenne u. Pozerski) 
in Serum oder Plasma, eventuell mit Warmeaktivierung und Strepto- 
kinase (Marx u. Bayerle). 

3. Der Fibrinogenolyse-Gerinnungstest (nach Fergusen-Tarvis 
u. Gerheim und Marx u. Bayerle) in fraktioniertem Plasma. 

4. Der Fibrinolysetest im Serum nach Fuchs, nach von Kaulla 
u. Halse sowie nach Bayerle, Marx u. Heyn. 


Versuchsteil 


A. Verwendete Substanzen 

1. Casein Hammarsten. 

2. Edestin krist. 

3. 3.3-Methylen-bi:-[4-hydro-oxycumarin] (Fa. Boehringer u. Séhne, 
Mannheim). 

4. Himostypt-verdiinnte Schlangengiftlésung der Fa. Asid-Serum Ge- 
sellschaft, Berlin. 

5. Acetontrockentrypsin - Laboratoriumspriparat von 9666 Fuld-GroBein- 
heiten/mg. 

6. Tyrosin, analysenrein. 

7. Phenolreagens. 

8. Menschen-, Kaninchen-, Rinder- und Meerschweinchen-Oxalatplasmen 
nach Quick?’. 


7 A. Quick, J. biol. Chemistry 109, 73 [1935]. 








ot ze beet oe fel a Soe 


— 








Bd. 283 (1948) Bestimmung der Plasmaproteinaseaktivitat 221 














































B. Angewandte Methoden 


1. Methode zur Plasmatrypsin- Bestimmung (s. unten). 

2. Trypsinbestimmung nach Fuld- Gro8**. 

3. Prothrombinbestimmung nach Quick??, 

4. Herstellung der Plasmakinase nach Schmitz*4. 

5. Bestimmung der Fibrinolyse nach Bayerle, Marx u. Heyn". 


Plasmatrypsin-Bestimmung 
Im einzelnen wird folgendermaBen verfahren: 


lcem 1,36-proz. Oxalatlésung nach A. Quick? wird in einer 10-ccm- 
Rekordspritze vorgelegt und ad 10 ccm mit Venenblut aufgezogen. Das Oxalat- 
blut wird 15 Min. zentrifugiert, das Plasma vorsichtig abgegossen und 5 Min. 
im Wasserbad auf 55° C erwirmt. Das denaturierte Fibrinogen wird abzentrifu- 
giert und verworfen, die Restlésung (Serum) 1:10 mit Wasser* verdiinnt und 
durch Zugabe von verd. Essigsiure auf pu 5,6 gebracht (man bendtigt zu 50 cem 
Verdiinnung gewohnlich 0,1 ccm n/100-Essigsiure). Der Globulin-Niederschlag 
wird in physiologischer Kochsalzlésung, die 1% Natriumborat enthilt, aufge- 
nommen und in dem Ausgangsvolumen (urspriinglichen Plasmavolumen) gelést. 
Die iiberstehende Flissigkeit (Albuminfraktion) wird abgeschiittet, das Zentri- 
fugenglas mit dem Globulinniederschlag, der fest im Zentrifugenglas sitzen 
bleibt, auf Filtrierpapier umgestiilpt und so die letzten Flissigkeitsreste abge- 
saugt. Diese Prozedur kann zur Entfernung letzter Hemmké6rperreste nach noch- 
maliger Augschwemmung (Waschung) in angesiuertem Wasser wiederholt 
werden. 

Die so gewonnene Globulinrestlésung (Plasmarest) kommt nun fiir den 
0-Stdn.- und den 24-Stdn.-Verdauungsansatz folgendermaBen zur Anwendung: 


1. Ansatz: 1 com Plasmatrypsinlésung. 


2. Ansatz: 1ccm Plasmatrypsinlésung + 50 mg Casein (gelést in 1 ccm 
0,06-n. NH,). 
3. 1 com Plasmatrypsin + 0,5 cem Calciumlésung nach Quick (0,548-proz.). 
4.1 ccm Plasmatrypsin + 50 mg Casein gelést + 0,5 cem Calciumlésung 
nach Quick. 
Durch Zugabe von Wasser wird jeder Ansatz auf das Endvolumen von 2,5 cem 
gebracht. 

Der Ansatz fiir den 0-Stdn.-Ausgangswert wird sofort durch Zugabe von 
5 ecm 5-proz. Trichloressigsiure enteiwei8t. Danach kann man die entweiweibte 
Lésung eventuell zur Bestimmung 24 Stdn. im Eisschrank aufbewahren. 

Der 24-Stdn.-Ansatz wird jeweils mit 5 Tropfen Toluol versetzt, verkorkt 
und bei 37° aufbewahrt. Nach 24 Stdn. wird jeder Ansatz durch 5 ccm 5-proz. 
Trichloressigsiure enteiweiBt und 5 Min. zentrifugiert. Zu der iiberstehenden 
Fliissigkeit gibt man 10 ccm n/2-NaOH und 1: 3 verd. Phenolreagens und 10 cem 
Wasser. Nach gutem Durchschwenken wird sofort oder genau nach 10 Min. im 
Lange-Photometer ohne Farbfilter kolorimetriert. Man bendtigt fiir die ganze 
Untersuchung so viel Plasma, als man Plasmatrypsinlésung verwenden will, also 
mindestens 2 ccm, wofiir 5 ccm Oxalatblut nétig waren. 

Wenn unter pathologischen Bedingungen die Plasmatrypsinkonzentration 
pro Volumeneinheit zu gro8 sein sollte, kann man die Globulinlésung verdiinnt 
ansetzen (eventuell auch mit geringerer Substratmenge), um in den giinstigsten 
MeBbereich der Tyrosinkurve (in das Steilstiick) hineinzukommen. 


28 Fuld, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 58, 468 
1908]; GroB, ebenda 58, 157 [1908]. 
29 A, Quick, Amer. J. clin. Pathol. 15, Nr. 12 [1945]. 
* Fir alle Arbeiten wird destilliertes Wasser verwendet. 
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Man kann die gefundenen Werte entweder direkt als Lichtabsorptionswerte 
neben dem Ausgangslichtabsorptionswert notieren oder besser in y-Tyrosin- 
Spaltungsleistung ausdriicken, die von der Tyrosin-Lichtabsorptionskurve 
(Kurve mit Phenolreagens) abgelesen werden kénnen. Durch Vergleich mit der 
Spaltungsleistung eines Trypsinpriparates von bekanntem Gehalt an Ein- 
heiten (z. B. Fuld-GroB-Einheiten) unter den gleichen Bedingungen kann so- 
dann in Einheiten direkt umgerechnet werden. 

Phenolreagens: 100 g Natriumwolframat, 25 g Natriummolybdat, 
700 ccm Wasser und 50 ccm 85-proz. Phosphorsiure werden zusammen mit 
100 cem konz. HClin einem 14-l-Kolben am RiickfluBkiihler 10 Stdn. gekocht. 
Dann werden zugesetzt: 150 g Lithiumsulfat und 50 ccm Wasser und einige 
Tropfen Brom. Hierauf wird unter dem Abzug gekocht, bis das iiberschiissige 
Brom entfernt ist. Man la8t sodann die Lésung abkiihlen, verdiinnt sie auf 
1 1 mit Wasser und filtriert. ‘ 

Um Tauschungen zu vermeiden, mu bei jeder Bestimmung ein Casein- 
leerwert ermittelt werden, eventuell, wenn man den Ansatz mit Calciumzugabe 
machen will, auch ein Caseinleerwert mit der gleichen Menge Calciumlésung. 
Das Ergebnis dieses Kontrollwertes ist in Rechnung zu stellen. 


C. Versuchsergebnisse . 
Tab. 1. Spaltungsleistung eines Acetontrockenpriparat-Trypsins unter den Be- 
dingungen des Plasmatrypsinansatzes, in y-Tyrosin ausgedriickt. 
10 mg Trypsin wurden in 1000 ccm Wasser gelést, das 0,9% Kochsalz und 1% 
Natriumborat enthielt. 
Jeweils 1 ccm Trypsinlésung wurden 24 Stdn. mit jeweils 50 mg Casein im 
Volumen 2,5 cem bei 37° belassen und mit 5ccm 5-proz. Trichloressigsiure 
enteiweiBt. 
mg Trypsin 25 1 05 0/25 
y Tyrosin 226 80 48 27 








8&0}—-—— +-- 








Absonption in % —> 
§ 8 8 
| 
| 
1 
| 

















\ 


at n 4 | } n 
40 80 120 160 200 240 280 520 Jl YOO YW 80 
y lyrosin—> 


x 








Eichkurve fiir Tyrosin (zur Ablesung der Spaltungsleistung von Plasmatryp3in 
in Tyrosin) unter den Bedingungen des beschriebenen Plasmatrypsintestes (Or- 
dinate: Lichtabsorption in °/) im Lange-Photometer, Abszisse: Tyrosinkonzen- 
tration in y). 

10 mg Tyrosin wurden in 100 ccm Borat-NaCl-Lésung gelést und von dieser 
Stammlésung zur Erzielung der verschiedenen Tyrosinkonzentrationen aliquote 
Volumteile genommen, auf 5 ccm mit Borat-NaCl-Lésung aufgefiillt, je 5 cem 
5-proz. Tiichloressigsiure und je 10 ccm »/2-NaOH und 3 ccm Penolreagens 
sowie 2 ccm dest. Wasser zugefiigt und die Gesamtmischung jeweils sofort im 
Lange-Photometer photometriert. 
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Tab. 2. Kaninchen-Plasmarest (Globulinfraktion) wurde mit Calciumzugabe zur 
Gerinnung gebracht. Die Gerinnungsflocke wurde in 2 cem m/3-Phosphatpuffer- 
lésung suspendiert und bei 37° 24 Stdn. unter Toluol der Autolyse tiberlassen. 


Verwendet wurde die Globulinfraktion aus 10 ccm Oxalatplasma. 














. : Abbau in Abbau in 

Plasma Nr. Abbau makroskopisch y Tyrosin mg Rest N 
I Flocke stark verkleinert 186 0,74 
II totale Lyse 540 1,63 
Ill totale Lyse 460 — 














24 Stdn. bei 37°. 


Tab. 3. Abbauleistung von Plasmatrypsin aus Rinderplasma innerhalb von 








ee ee ee es 





Verdauungsansatz Abbau in y-Tyrosin 
1 ccm Plasmarest allein 16 
1 ccm Plasmarest und 0,5 cem Ca-Lé3ung 34 
cem Plasmarest und 50 mg Casein 156 
cem Plasmarest und 50 mg Casein und 0,5 ecm Ca-Lésung 69 
cem Plasmarest defibriniert (5 Min., 54°) allein 6 
cem Plasmarest defibriniert (5 Min., 54°) und 0,5 ecm Ca-Lésung 10 
cem Plasmarest defibriniert (5 Min., 54°) und 50 mg Casein 132 
cem Plasmarest defibriniert (5 Min., 54°) und 50 mg Casein und 
5 com Ca-Lésung 84 
50 mg Casein allein 42 
50 mg Casein und 0,5 cem Ca-Liésung 38 











Rinderoxalatplasma. 


Tab. 4. Temperaturlabilitat von Plasmatrypsin aus der Globulinfraktion von 


Das Plasma stand vor Anstellung des Versuchs 4 Tage bei 4°. 





Verdauungsansatz 





50 mg Casein allein 


ee ee 


ee 





1 ccm Plasmarest def. 
1 ccm Plasmarest def. 
1 ccm Plasmarest def. 
1 cem Plasmarest def. 


allein 


und 0,5 ecm Ca-Lisung 


und 50 mg Casein 


und 50 mg Casein und Ca-Lisung 


ecm def. Plasmarest allein 
ecm def. Plasmarest und 0,5 com Ca-Lésung 
cem def. Plasmarest und 50 mg Casein 
ccm def. Plasmarest und 50 mg Casein und 0,5 eem Ca-Lisung 


ccm Plasmarest allein 

ccm Plasmarest und 0,5 ccm Ca-Lésung 
ccm Plasmarest und 50 mg Casein 

ccm Plasmarest und 50 mg Casein und 0,5 cem Ca-Lisung 





Abbau in 
y-Tyrosin 
6 
aan def. Plasmarest 
1g0| © Min., 54° 
14 
9 
6 | def. Plasmarest 
52] 30 Min., 60° 
46 
4 
4 | def. Plasmarest 
22 2 Min. gekocht 
22 
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Tab. 5. Abbauleistung von defibriniertem Plasmarest aus normalen Menschen- 
Kaninchen-, Meerschweinchen-Oxalatplasmen innerhalb -von 24 Stdn. 


Verdauungsansatz 


1) Menschenplasmarest allein 


Menschenplasmarest und 0,5 com Ca-Lisung 


Menschenplasmarest und 50 mg Casein 
Menschenplasmarest und 50 mg Casein 


und 0,5 cem Ca-Lésung 
Casein 50 mg allein 


Casein 50 mg und 0,5 cem Ca-Lisung 


2) Kaninchenplasmarest allein 


Kaninchenplasmarest und 0,5 cem Ca-Lisung 


Kaninchenplasmarest und 50 mg Casein 
Kaninchenplasmarest und 50 mg Casein 
und 0,5 cem Ca-Lésung 


Casein allein 50 mg 


Casein 50 mg und 0,5 cem Ca-Lisung 


3) Meerschweinchenplasmarest allein 
Meerschweinchenplasmarest und 0,5 cem Ca-Lisung 


Meerschweinchenplasmarest und 50 mg Casein 
Meerschweinchenplasmarest und 50 mg Casein 
und 0,5 -cem Ca-Lésung 


Plasma Nr. 


54 
38 


II 


56 
70 
366 


366 


Ill 
9 
2 Abbau- 
84 —" 
120 y-Tyrosin 


Abbau- 
leistung 


in 
y-Tyrosin 


Abbau- 
leistung 


in 
y-Tyrosin 


Tab. 6. Rinderfibrinogen nach Astrup, zweimal mit Ammonsulfat gefallt, mit 


tert. Caleiumphosphat ausgeschiittelt, 1: 


3 mit physiologischer Kochsalzlésung 


verdiinnt als Proteinase getestet (24 Stdn., 37°). 


Verdauungsansatz 


1 ccm Fibrinogenlésung allein 


1 ccm Fibrinogenlésung und 0,5 ccm Ca- Losung ; 


1 cem Fibrinogenlésung und 50 mg Casein 


1 cem Fibrinogenlésung und 50 mg Casein und 0,5 
Casein 50 mg allein “ 


cem Ca-Liésung 


Abbauleistung 
in y-Tyrosin 


5 


Ausschiitteln mit tert. Calciumphosphat befreit Fibrinogenlésung 
von der Plasmatrypsinaktivitit. 


Tab. 7. Proteinaseaktivitit des Schlangengiftpriparates 


1 com Hamostypt und 50 mg Casein . 
1 ccm Himostypt und 50 mg Casein und 0,5 


Verdauungsansatz 


_ . Hamostypt und 50 mg Casein 

5 Hamostypt und 0,5 cem Ca-Lisung 
; “ Hamostypt und 50 mg Casein ; j 
- Hiamostypt und 50 mg Casein und 0,5 com . Ca- Lisung 


5 Himostypt 1 Min. auf 100° erhitzt und 50 mg Casein 


cem Ca-Lésung 


Himostypt Asid. 


Abbau 
in: y-Tyrosin 
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en- Tab. 8. Zur Frage der Aktivierbarkeit von Plasmatrypsin (in defibriniertem 
Plasmarest) durch unterschwellige Mengen Schlangengiftprotease und Pankreas- 
trypsin. 
Verdauungssatz Spaltung in y-Tyrosin 
1. 1 com Plasmarest und 50 mg Casein 140 
a 2. 1 ecm Plasmarest und 50 mg Casein und 0,05 com Himostypt 200 
ng 3. 1 cem Plasmarest und 0,025 com Hamostypt 174 
: 4. 1 ccm Plasmarest und 50 mg Casein und 0,5 eem Ca-Lésung 90 
sin 5. 1 eem Plasmarest und 50 mg Casein und 0,05 cem Hamostypt 202 
6. 1 ecm Plasmarest und 50 mg Casein und 0,025 cem Hamostypt 150 
7. 50 mg Casein und 0,5 ccm Ca-Lésung und 0,05 cem Himostypt 74 
8. 1 ccm Plasmarest und 50 mg Casein 134 
1 9. 1 ccm Plasmarest und 50 mg Casein und 0,001 mg Trypsin 232 
oF 10. 1 cem Plasmarest und 50 mg Casein und 0,0005 mg Trypsin 200 
> 11. 1 cem Plasmarest und 50 mg Casein und 0,5 cem Ca-Lésung 112 
din 12. 1 ecm Plasmarest und 50 mg Casein und 0,5 cem Ca-Lésung 
und 0,001 mg Trypsin .. 174 
13. 1 ccm Plasmarest und 50 mg Casein und 0,5 5 ecm Ca- Lisung 
und 0,0005 mg Trypsin . . . Raby Ash GE Cee “1 RL Ae Se 134 
14. 50 mg Casein und 0,001 mg Chiat 82 
is 15. 50 mg Casein und 0,0005 mg Trypsin 54 
g 16. 50 mg Casein und 0,001 mg Trypsin und 0,5 cem Ca-Liésung 48 
17. 50 mg Casein und 0,0005 mg Trypsin und 0,5 cem Ca-Lisung 48 
in 18. 50 mg Casein 40 
19. 50 mg Casein und 0,5 ecm Ca-Lisung 48 


Tab. 9. Zur Frage der Beeinflussung des Plasmatrypsins durch Dicumarol. 
2 Kaninchen erhielten an 2 aufeinanderfolgenden Tagen je 10 mg/kg Dicumarol 

















it injiziert. 
g 
i Abbau in y-Tyrosin 
Verdauungsansatz 
g Kan. Nr.1 | Kan. Nr.2 
| 1 ccm Plasmarest allein 42 34 
1 cem Plasmarest und 0,5 ecm Ca-Lésung 80 32 
1 cem Plasmarest und 50 mg Casein 305 236 
1 ccm Plasmarest und 50 mg Casein und 0,5 cem Ca-Lésung 310 248 
50 mg Casein allein 12 








Die Abbauleistung der Globulinfraktion von dicumarinisierten Kaninchen 
, lag in den Grenzen der Norm. 


Tab. 10. Zur Frage der Beeinflussung des Plasmatrypsintiters durch intravenése 
Injektion von Casein. 
2 Kaninchen erhielten 4-mal (ein iitber den andern Tag) je 100 mg Casein intra- 
venos eingespritzt. 














Abbau in y-Tyrosin 
Verdauungsansatz 
Kan. Nr. 1 | Kan. Nr. 2 
1. 1 com def. Plasmarest allein 24 42 
2. 1 ccm def. Plasmarest und 0,5 ecm Ca-Lisung 40 14 
3. 1 ecm def. Plasmarest und 50 mg Casein 7 170 
4. 1 com def. Plasmarest und 50 mg Casein u. 0,5 ecm Ca-Lésung 72 136 
5. 50 mg Casein allein 38 
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Aus Tabelle 10 geht hervor, daB Kaninchen, denen Casein eingespritzt 
worden war, keine héhere Plasmatrypsinaktivitit (nach unserer Methode be- 
stimmt) aufweisen. Ebenso verhielten sich mit Edestin gleicherweise behandelte 
Kaninchen. 


Tab. 11. Autolyse von Fibrinogen, das durch 4 Min. langes Erwiirmen von 
Menschenoxalatplasma auf 56° ausgefillt und 3-mal mit physiologischer Koch- 
salzlésung gewaschen wurde bei 37°. 





. Abbau des wirmedenaturierten Fibrinogens in % 
Plasma Nr. 





nach 24 Stunden | nach 48 Stunden 
I 53 | 66 





II 69 | 2 








Aus Tak. 11 geht hervor, daB mit dem bei 56° in Menschenplasma aus- 
fallenden Protein Plasmatrypsin-Aktivitit mitgerissen wird. 


Zusammenfassung 


1. Die Méglichkeiten zur Bestimmung des im Plasma gebunden 
vorhandenen Proteinasekomplexes von tryptischem Charakter in frei- 
gesetzter Form werden erértert und ein Verfahren zu seiner vergleichend- 
quantitativen Bestimmung in fraktioniertem Plasma mittels Caseins als 
Substrat und kolorimetrischer Erfassung der Hydrolyseprodukte mittels 
Phenolreagenses im Lange-Photometer genauer beschrieben. 

2. Mit Hilfe dieses Verfahrens ist es méglich, die bei verschiedenen 
Spezies vorhandenen Plasmaproteinasespiegel in Trypsin-Einheiten 
gréBenordnungsmaBig anzugeben. 

3. Einige Erfahrungen mit diesem Verfahren tiber das Verhalten 
des Plasmatrypsins bei parenteraler EiweiBinjektion und bei der pro- 
thrombinsenkenden Dicumarinverabreichung werden mitgcteilt. 


Zur Frage der physiologischen Vorstufen des Kreatins* 
Von 
Daphne Papadopoulou 
Aus dem Institut fiir physiolegische Chemie der Universitit Wien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Mirz 1948) 


Die Frage der physiologischen Vorstufen des Kreatins kann auch 
heute nicht als abgeschlossen gelten. Sieht man von alteren, tiberholten 
Vorstellungen ab, so lassen sich im wesentlichen zwei Theorien fest- 
stellen, die sich zunachst anscheinend entgegengesctzt ausschlieBen. Die 
eine Vorstellung sieht die Muttersubstanz des Kreatins im Arginin, das 


*) Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lagen im Sommer 1944 abge- 
schlossen vor und wurden der medizinischen Fakultit der Universitit Wien als 
Dissertation eingereicht. 
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durch oxydative Desaminierung in Guanidinobuttersdure und weiter 
durch 6-Oxydation in Guanidinoessigsaure tibergehen kénnte. Die Methy- 
lierung der Guanidinoessigséure = Glykocyamin konnte von Jaffé! im 
Fiitterungsversuch bereits 1906 gezeigt werden. Die nach Arginin-Fiitte- 
rung erwartete Kreatinmehrausscheidung wurde aber niemals beobachtet?, 
auch Digestion von Muskelbrei bzw. Durchblutung des isolierten Hunde- 
muskels mit Arginin fiihrte zu keiner Kreatinmehrbildung*. Erst in 
neuester Zeit ist es Lehnartz* und Menne“* gelungen, durch Digestion 
von Froschmuskelbrei mit Arginin eine, wenn auch bescheidene Kreatin- 
neubildung nachzuweisen. 

Im Mittelpunkt der zweiten Theorie steht das Glykokoll. Die von Thomas 
und Mitarbeitern® erhobenen Befunde iiber vermehrte Ausscheidung von Kreatin 
und Kreatinin nach Glykokollbelastung bei progressiver Muskeldystrophie zwin- 
gen zu dem SchluB, da8 das Glykokoll bei der progressiven Muskeldystrophie nicht 
als Reizsubstanz wirkt, sondern zweifellos in die Neubildung des Kreatins mit 
einbezogen wird. Wenn man noch den Befund dazu nimmt, daB im Harn der 
Falle von progressiver Muskeldystrophie nach Glykokollzufuhr gréBere Mengen 
von Guanidinoessigsiure auftreten®, dann gewinnt die Vorstellung, daB Glykokoll 
bei der Kreatinsynthese eine wesentliche Rolle spielt, weiter an Wahrscheinlich- 
keit. Welche Wege kénnten nun vom Glykokoll zum Glykocyamin bzw. Kreatin 
fiihren? Es wire denkbar, daB Glykocyamin iiber die Ureidoessigsiure = Hy- 
dantoinsiure gebildet wird, die weiterhin mit Ammoniak zum Glykocyamin 
sich umsetzen kénnte, ein Vorgang, der seine Parallele in dem Cyklus Ornithin- 
Citrullin-Arginin hatte. Auch in der Riesserschen Theorie’ der Kreatinbildung 
spielt das Glykokoll eine Rolle: Durch die Methylgruppen des Cholins sollte 
Glykokoll zu Sarkosin methyliert werden, aus dem durch Anlagerung von 
Cyanamid Kreatin entstehen miiBte. Eine Kreatinbildung aus Sarkosin wurde 
allerdings von Baumann und Hines ® weder mit Muskelbrei noch im Durch- 
blutungsversuch beobachtet. 

Die Vereinigung beider Theorien bringen nun Arbeiten von Bloch und 
Schénheimer® sowie Borsook und Dubnoff. Nach Bloch und Schén- 
heimer, die mit N’> markiertes Glykokoll bzw. Arginin verfiitterten, stammt 
der Sarkosinanteil des Kreatins vom Glykokoll, wihrend die Amidingruppe vom 
Arginin geliefert wird. Nach den Untersuchungen von Borsook und Dubnoff 
vermégen Nierenschnitte und Nierenextrakte aus Glykokoll und Arginin Glyko- 
cyamin aufzubauen. Der ProzeB der Transamidinierung wird durch eine ,,Glycin- 
transamidinase‘‘ vom optimalen py von 7 durchgefiihrt. Arginin laBt sich dabei 
durch Citrullin vertreten. 


1 Jaffé, diese Z. 48, 430 [1906]. 

2 Thompson, J. Physiology 33, 106 [1905]; van Hoogenhuyze u. 
Verploegh, diese Z. 46, 115 [1905]; Myers u. Fine, J. biol. Chemistry 21, 161 
[1915]. 

3 Baumann u. Marker, J. biol. Chemistry 22, 49 [1915]. 

4 E. Lehnartz, und K. Jensen, diese Z. 271, 275 [1941]. 

4a F, Menne, diese Z. 278, 103, 269 [1942]. 

5 K. Thomas, A. Milhorat u. F. Techner, diese Z. 205, 93 [1932]; 
Milhorat, Techner u. Thomas, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 29, 609 [1933]; 
Schoo u. Boer, ref. Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 77, 594 [1934]. 

6 Weber, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 32, 127 [1934]. 

7 Riesser, diese Z. 86, 415 [1913]; 90, 221.[1914]. 

§ Baumann u. Hines, J. biol. Chemistry 35, 75 [1918]. 

®° Bloch u. Schénheimer, J. biol. Chemistry 133, 633 [1940]; 134, 787 
[1940]; 138, 167 [1941]. 

10 Borsook u. Dubnoff, J. biol. Chemistry 138, 389 [1941]. 
15* 
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Nicht in den Rahmen der hier angefiihrten Theorien paBt zunachst 
der erstmals von Abderhalden und Buadze ! erhobene Befund, daf 
Histidin zu einer Vermehrung der Kreatinbildung fiihrt. Im Licht der 
Befunde von Bloch-Schénheimer einerseits, Borsook-Dubnoff 
andererseits kénnte man daran denken, da der Amidinanteil des neu- 
gebildeten Kreatins aus dem Imidazolkern des Histidins stammt, sei es, 
daB man hier die Einschaltung der Edlbacherschen Histidase?? an- 
nimmt, oder ein anderes Ferment, durch das beide Stickstoffe des 
Imidazolkernes gleichzeitig zur Verfiigung gestellt werden. 


Zur Technik der Versuche 

Zu den Versuchen wurde frischer Muskelbrei (Kaninchen, Meerschweinchen, 
Ratte) verwendet. In die Ansitze kam jeweils 1 g Muskelbrei auf ein Gesamt- 
volumen von 10 cm’. Nur in den Versuchen mit Schwermetallsalzen wurde das 
Volumen auf 12 cm® erhéht, bei gleichzeitiger Erhéhung der Muskelmenge auf 
1,2 g. Pufferung durch Phosphatpuffer vom py 6,98 (Endkonzentration der 
Pufferlésung m/30), in den Versuchen mit Schwermetallzusatz Veronalpuffer 
nach Michalis!* vom py 7. Saimtliche Zusitze in einer Endkonzentration von 
0,01-m., nur bei Ascorbinsiure wurde anfangs mit einer 0,02-m. Endkonzentration 
gearbeitet. Die Schwermetalle wurden durchgehend in 0,001-m. Endkonzentra- 
tion zugesetzt. Die Kreatinbestimmung erfolgte nach der von Barrenscheen 
und Vélyi- Nagy ausgearbeiteten Adsorptionsmethode. Fir die EnteiweiBung 
wurde die Technik insofern vereinfacht, als die zur EnteiweiBung verwendete 
Trichloressigsiure in konz. Salzsiure gelést wurde derart, da8 im eiweiBfreien 
Filtrat bereits die fiir die Hydrolyse nach Hahn und Barkan” erforderliche 
Konzentration vorhanden war. Vom eiweiffreien Filtrat wurden jeweils 5 cm’ 
in 25 cm*® Me8kélbchen hydrolysiert, nach Beendigung der Hydrolyse wurde 
mit 1,5-n. HCl aufgefiillt und je 5 cm*® zur Adsorption mit Frankonit verwendet. 
Es wurden durchwegs Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Versuchsdauer 3 Stdn. 
im Wasserthermostaten von 37° unter dauerndem Schiitteln und Sauerstoff- 
durchleitung. 


Ergebnisse 

In Bestatigung der Untersuchungen von Barrenscheen und 
Pany'* konnte eine Mehrbildung von Kreatin aus Arginin allein bei der 
Inkubation von Muskelbrei nicht beobachtet werden. Da die Versuche 
ausschlieBlich mit Warmbliitermuskulatur durchgefiihrt wurden, lassen 
sie keine Stellungnahme zu den von Lehnartz* u. Menne® gefundenen 
Resultaten an der Kaltbliitermuskulatur zu. Nach der Arginintheorie 
miiBte die gebildete Guanidinoessigsaure erst zu Kreatin methyliert wer- 
den. Aus diesem Grunde wurde eine Anzahl von Versuchen durchgefiihrt, 
in denen neben Arginin d,/-Methionin als Methyldonator zugesetzt 


1 Abderhalden u. Buadze, Z. ges. exp. Med. 65, 1 [1929]; diese Z. 189, 65 
[1930]. 
12 Edlbacher, diese Z. 157, 106 [1926]; Edlbacher u. Kraus, ebenda, 
191, 225 [1930]; 195, 267 [1931]. 

13 Michaelis, J. biol. Chemistry 87, 33 [1930]. 

14 Barrenscheen u. Valyi-Nagy, diese Z. 277, 97 [1942]. 

18 Hahn u. Barkan, Z. Biol. 72, 305 [1920]. 
16 Barrenscheen u. Pany, diese Z. 283, 78 [1948]. 
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wurde. Auch sie verliefen saimtliche negativ. Nun lat sich nach den 
Erfahrungen von Barrenscheen und Pany!® sowie Barren- 
scheen und Valyi-Nagy” die Transmethylierung durch Ascorbin- 
siure aktivieren. Schwermetallzusatz vermag diesen Effekt weiter zu 
steigern. Ich habe daher den EinfluB der Ascorbinséure und des Mangan- 
(I1)-Ions auf die Kreatinsynthese aus Arginin untersucht. Die Ergebnisse 
zeigt Tab. 1. 









































Versuch | Zusiitze Kreatin als Kreatinmehrbildung 

Nr. Kreatinin mg/g 

VAL Ar M AS Mn* Muskelbrei absolut mg % 
a 0 0 0 0 4,03 —_ — 
b 0 0 0 4,03 0 0 
¢ 0 0 4,15 (0,12) - 
d 0 0 4,22 (0,19) — 
P | 9 " 1 4,50 0,47 11,67 
f | ! 4,03 0 0 

vi. | | | | 

a | 0 0 0 0 3,84 — 
b 0 0 0 3,91 (0,07) - 
¢ | 3 0 0 3,91 (0,07) 

d | 0 i: 0 3,93 (0,09) = 
e 0 ais Be 1,56 0,72 18,8 
f | + 4 3,84. 0 0 

















Tab.1. Abkiirzungen fiir die Zusitze: Arginin = Ar, d,/-Methionin = M, 
Ascorbinsiure = AS. 


Wie die Zahlen der Tabelle eindeutig beweisen, ist Ascorbinsaéure 
allein nicht imstande, die Kreatinsynthese aus Arginin zu férdern. Die 
in Versuch VI d erzielte Mehrbildung von 0,19 mg Kreatin/Ansatz, ent- 
sprechend einem Zuwachs von 4,9°,, ist zu geringfiigig, um sie als positiv 
zu werten. Ihr steht auch ein vollkommen negatives Resultat im Versuch 
VII d gegeniiber. Dagegen fiihrt der Zusatz von Mangan(II)-Ionen zu 
einer deutlichen und zweifellos positiv zu wertenden Zunahme des 
Kreatins um 0,47 bzw. 0,72 mg/g Muskulatur. Interessanterweise wird 
diese Synthese durch Gegenwart von Methionin vollkommen unter- 
driickt. Auch hier ist wohl wie in den Versuchen von Barrenscheen 
und Valyi-Nagy eine Komplexverbindung Methionin-Mangan anzu- 
nehmen. Solange der Mechanismus der Kreatinsynthese aus Arginin 
nicht feststeht, ist es unmdglich, etwas Positives zu dieser bemerkens- 
werten Hemmung auszusagen. Am nachsten liegt die Annahme, daB 
durch das Methionin, das ja in einem relativen UberschuB zu den 
Mangan(II)-Ionen vorhanden ist (Endkonzentration an Methionin 
0,01-m., an Mangansalz 0,001-m.), die fiir die Synthese notwendigen 


17 Barrenscheen u. Valyi-Nagy, diese Z. 283, 91 [1948]. 
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Mangan-Ionen blockiert werden. Nach den vorliegenden Ergebnissen 
mu jedenfalls Arginin mit in den Kreis jener Substanzen einbezogen 


werden, welche als Vorstufen fiir das Kreatin in Frage kommen. 





























V ersuch Zusitze | Kreatin als Kreatinmehrbildung 

Nr. Kreatinin mg/g eee : 

I Hy M Gls | Asp Muskelbrei absolut mg | % 
a 0 7 0 0 4,92 = = 
b a 0 0 0 5,14 (0,22) = 
c 1. + 0 0 5,14 (0,22) ine 
d 1 0 4 0 5,14 (0,22) 

e ' 1 + 0 5,52 0,60 12,2 
f 1. 0 0 5,24 0,32 b 
© a a. 0 5,32 0,40 8,1 
II. 

a 0 0 0 0 4,28 he os 
b 4 ae 0 0 4,4 (0,18) — 
c + 0 0 | 4. 0 0 
d a i 0 a 4.68 0,40 9,34 
Ill. 

a 0 0 0 0 3,26 — — 
b Ae 0 ih. 0 3,34 (0,08) il 
Cc + t + 0 3,28 0 0 
d fe 4: 0 4. 5,38 2,12 65,4 





























Tab. 2. Abkiirzungen fiir die Zusitze: Hydantoinsiure = Hy, d,/-Methionin = M, 
Glutaminsiure = Gls, Asparagin = Asp. 


Ebenso negativ wie die Versuche mit Arginin bzw. Arginin-Methio- 
nin fielen zunachst auch Versuche mit Glykokoll bzw. Glykokoll-Methio- 
nin aus. In keinem Fall wurde die geringste Mehrbildung an Kreatin 
beobachtet. Nun wiirde die Glykokoll-Theorie als Durchgangsstufe 
Hydantoinséure verlangen, die weiterhin iiber Guanidinoessigsiure zu 
Kreatin fiihren miiBte. In den in dieser Richtung durchgefiihrten Ver- 
suchen wurden als NH,-Donatoren Glutaminsdure bzw. Asparagin ver- 
wendet. Das physiologisch zweifellos im Vordergrund stehende Glutamin 
stand leider nicht zur Verfiigung. Die Ergebnisse sind in Tab. 2 zusam- 
mengefaBt. 

Wie die Versuche zeigen, fiihrt Hydantoinsaure fiir sich allein, und 
in Kombination mit Methionin zu keiner Mehrbildung von Kreatin. 
Ebenso ergeben die Versuche mit Hydantoinséure und den NH,-Dona- 
toren Asparagin und Glutaminsaure keinen verwertbaren Zuwachs an 
Kreatin. Wohl aber fiihrten die Ansitze mit Hydantoinsaéure, Methionin 
und den NH,-Donatoren durchgehend zu Ergebnissen, die als positiv zu 
werten sind. Man kann aus diesen Resultaten wohl den SchluB ziehen, daB 
Hydantoinsaure als physiologische Zwischensubstanz zu betrachten ist. 
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Auch fiir die Theorie von Schénheimer und Bloch® sowie Bor- 
sook und Dubnoff?!® kénnte Hydantoinsaure, entstanden aus Glykokoll 
und Arginin bzw. Citrullin, als Intermediarprodukt angenommen werden. 
Zur Uberpriifung dieser ,,Kombinationstheorie‘‘ wurde eine Anzahl von 
Versuchen durchgefiihrt, die zunachst durchgehend zu negativen Er- 
gebnissen fiihrten. Weder die Kombination Arginin-Glykokoll, noch die 
Kombination dieser beiden mit Methionin ergaben verwertbare Zu- 
nahmen. Erst durch Zusatz von Ascorbinséiure zu dem System Arginin- 
Glykokoll-Methionin wurden positiv verwertbare Ausschlage erhalten 
(s. Tab. 3). 














Versuch Zusiitze Kreatin als Kreatinmehrbildung 
Nr. Kreatinin mg/g 
V. Ar | Gl | M | AS Muskelbrei absolut mg % 
a 0 0 0 0 4,06 — — 
b 0 L + 0 4,01 (—0,05) ~s 
c 0 a 1. ae 1,06 0 0 
d 4 L 0 4,22 (0,16) — 
e 0 7 - 4,20 (0,14) — 
f re es ae 4,44 0,38 9,36 
































Tab. 3. Abkiirzungen fiir die Zusitze: Arginin = Ar, Glykokoll = Gl, 
d,l-Methionin = M, Ascorbinsiure = AS. 


Da nach Versuchen von Barrenscheen und Valyi-Nagy” Ko- 
balt die Transmethylierung in spezifischer Weise fordert, wurden eine 
Reihe von Versuchen durchgefihrt, in denen zum System Arginin- 
Glykokoll-Methionin-Ascorbinséiure noch Kobalt(II)-Ionen zugesetzt 
wurden. Kin Beispiel eines solechen Versuches zeigt Tab. 4. 





























Versuch Zusiitze Kreatin als Kreatinmehrbildung 
Nr. Kreatinin mg/g 

VIII. Ar | at | M | as | Co-| Muskelbrei | absolut mg | 0% 
a o0|oj]o0/]0]0 5,06 - — 
b eieiazis 7 5,32 0,26 5,2 
¢ Sele i eies 5,22 (0,16) ie 
d o;+/o0]4+] 5,06 0 0 
e o;/+/+] 4+] 5,51 0,45 8,9 
f ‘erase 2 ee 5,06 0 0 
g ele t+ tad 4 5,40 0,34 6,8 

















Tab. 4. Abkiirzungen fiir die Zusitze: wie in Tab. 3. 
Zusatz von Kobaltchlorid 0,001-m. Endkonzentration. 


Wie aus den Zahlen der Tab. 4 hervorgeht, gelingt es, durch Kobalt- 
Tonen auch mit Glykokoll-Methionin eine bescheidene Kreatinmehrbil- 
dung zu erzielen, die bemerkenswerterweise bei Ascorbinséure-Zusatz 
auf kaum verwertbare Werte absinkt. Das System Arginin-Methionin- 
Kobalt fiihrt zu keiner Mehrbildung, wohl aber kann hier Ascorbinsaure 
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eine, auch strenger Kritik standhaltende Mehrbildung (0,45 mg Kreatin/g 
Muskelbrei) bewirken. Das System Glykokoll-Arginin-Methionin-Kobalt 
versagt vollkommen. Auch hier wird erst durch Ascorbinséure eine Mehr- 
bildung erzielt, die allerdings hinter der des Systems Arginin-Methionin- 
Kobalt-Ascorbinsaure zuriickbleibt. Eine Erklarung fiir diese Hem- 
mungen 1]aBt sich zur Zeit nicht geben. 

In einer Reihe von Versuchen wurde an Stelle des Glykokolls Sar- 
kosin eingesetzt. Sarkosin, das bisher mit negativem Erfolg untersucht 
worden ist’, kame nach der Theorie von Schénheimer und Bloch® 
als Zwischenstufe der Kreatinsynthese in Frage. Tatsachlich ergibt nun 
Sarkosin in Kombination mit Arginin-Ascorbinsaure einen noch positiv 
zu wertenden Ausschlag. der bei Gegenwart von Mangano-Ionen zu 
einer absolut eindeutigen Mehrbildung fiihrt (0.56 bzw. 0,52 mg Kreatin- 
Neubildung/g Muskelbrei). Damit ist erstmals auch die Méglichkeit, 
Sarkosin unter die Vorstufen der Kreatinbildung einzureihen, bewiesen 
(s. Tab. 5). 


























Versuch Zusiitze Kreatin als Kreatinmehrbildung 
Nr. Kreatinin mg/g 
ix: Ar | Sar | AS | Mn" Muskelbrei absolut mg 3/5 
a 7 0 0 0 0 4,48 — — 
b + 0 0 0 1,65 (0,17) fa 
c + 0 }- 0 4,76 0,28 6,3 
d -} 0 0 + 4,48 0 0 
e + 0 4. rs 4,93 0,45 10,2 
f a 4- | 0 4,84 0,36 7,0 
g + +- + + 5,04 0,56 11,5 
x. | 
a 0 0 0 0 4,25 a= _— 
b Zt 0 0 0 1,44 (0,19) == 
¢ 4 0 +4- 0 4,50 0,25 6,0 
d 4. 0 0 + 4,44 (0,19) “a 
e 4- 0 4 4- 1,59 0,34 8,0 
f ne = 0 1,56 0,31 7,3 
g + + $e 4. 4,77 0,52 12,2 
































Tab. 5. Abkiirzungen fiir die Zusatze: Arginin = Ar, Sarkosin = Sar, 
Ascorbinsiure = AS. 


Zusammenfassung 


1. In Versuchen mit Warmbliitermuskelbrei fiihrt weder Arginin, 
noch die Kombination Arginin-Methionin zu einer verwertbaren Neu- 
bildung von Kreatin. Wohl aber gelingt es, durch Kombination von 
Arginin, Ascorbinsaéure und Mangan(II)-loneneine erhebliche 
Neubildung von Kreatin zu erhalten. Arginin diirfte zu den 
physiologischen Vorstufen des Kreatins gerechnet werden. 
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2. Glykokoll und die Kombination Gly kokoll-Methionin fiih- 
ren zu keiner Mehrbildung von Kreatin durch Muskelbrei. 

3. Hydantoinsaure fiir sich allein oder in Kombination mit 
Methionin als Methyldonator bzw. mit Asparagin bzw. Glutamin- 
sdure als NH,-Donatoren ist im Syntheseversuch wirkungslos. Dagegen 
wird durch das System Hydantoinsaure-Methionin-Asparagin 
bzw. Glutaminsdure eine durchaus positiv zu wertende Kreatin- 
neubildung erhalten. Hydantoinsaure kénnte als Zwischenstufe 
bei der Kreatinsynthese angesprochen werden. 

4. Das System Arginin-Glykokoll, ebenso wie Arginin- 
Glykokoll-Methionin, fihrt zu keiner verwertbaren Mehrbildung von 
Kreatin durch Muskelbrei. Erst Zusatz von Ascorbinsaéure zu dem 
System Arginin-Glykokoll-Methionin ergibt ein deutlich posi- 
tives Resultat. 

5. Sarkosin in Verbindung mit Arginin-Ascorbinsaure be- 
wirkt bei gleichzeitiger Gegenwart von Mangan(II)-Ionen eine deut- 
liche Mehrbildung von Kreatin. Danach ware auch Sarkosin unter die 
moéglichen Vorstufen des Kreatins zu rechnen. 


Hrn. Prof. Dr. H. K. Barrenscheen danke ich fiir die Anregung zu dieser 
Arbeit und deren stete Kontrolle. 


Untersuchungen iiber die Adsorption von Glutaminsaure 
an Aluminiumoxyd 
Von 
H. M. Rauen und L. Wolf 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. April 1948) 


Nach Th. Wieland! kann das unvorbehandelte Aluminiumoxyd zur 
chromatographischen Abtrennung der Hexonbasen Arginin und Lysin aus neu- 
traler wiBriger Lésung gebraucht werden. Das schwicher basische Histidin da- 
gegen wird nicht adsorbiert. Die Fahigkeit des Aluminiumoxyds zur Fixierung 
dieser organischen Kationen ist der von Schwab und Jockers? aufgefundenen 
zur Seite zu stellen, auch anorganische Kationen festhalten und bei der Elution 
wieder abgeben zu kénnen. Bei diesen Vorgingen sind prinzipiell andere Bin- 
dungskriafte und Adsorptionsmechanismen beteiligt als bei der Chromatographie 
aus nicht-wiBrigen Lésungsmitteln. Sie bestehen in einem Ionenaustausch. Nach 
Siewert und Jungnickel® enthalt das kiufliche Aluminiumoxyd Natrium- 
Ionen, die als Carbonat oder Bicarbonat, nach Schwab und Jockers als 
Aluminat gebunden sind. Bei der Chromatographie aus wiBriger Lésung werden 
diese Na-Ionen gegen anorganische oder organische Kationen ausgetauscht und 
bei der anschlieBenden Elution mit verdiinnten Basen wieder durch deren Ka- 


1 Th. Wieland, diese Z. 273, 24 [1942]. 
2 G. M. Schwab u. K. Jockers, Angew. Chem. 50, 546 [1937]. 
8’ G. Siewert u. H. Jungnickel, Ber. dtsch. chem. Ges. 76, 210 [1943]. 
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tionen verdriingt. Man hat daher das basische Aluminiumoxyd als kationotrop 
bezeichnet und fiir diese Art der Chromatographie den Namen Austausch- 
adsorption geprigt. 

Behandelt man das gewoéhnliche Aluminiumoxyd nach Schwab und 
Dattler* mit verdiinnten Mineralsiuren, so werden die Na-Ionen durch H- 
Ionen ersetzt, Kohlendioxyd entweicht und gleichzeitig werden die Aluminat- 
Ionen zu Al-Kationen umgelagert. Mit einem solchen ,,sauren“‘ oder anionotropen 
Aluminiumoxyd kénnen nach den genannten Autoren anorganische Anionen 
abgetrennt werden, nach Wieland! auch organische Siiure-Ionen, insbesondere 
die sauren Aminosiuren Glutaminsiure und Asparaginsiure. Bei dieser Form 
der Austauschadsorption werden die Anionen des Adsorbens durch die Saure- 
Ionen des Adsorbendum verdringt. Bei der Elution mit verdiinnten Sauren 
findet dann der umgekehrte Vorgang statt. 

Wieland? ® ,,aktivierte‘‘ das Aluminiumoxyd durch Behandeln mit n-HCl 
und Auswaschen mit Wasser bis zur schwach lackmussauren Reaktion. Mit 
diesem anionotropen Aluminiumoxyd gelang z. B. schon die Anreicherung von 
Pantothensiure bei ihrer Darstellung aus Thunfischleber auf das 10-fache’, 
spiter die Abtrennung der sauren Aminosiuren® aus EiweiBhydrolysaten, z. B. 
der l- und d-Glutaminsiure aus Hydrolysaten der Proteine des Brown-Pearce- 
Tumors und von Impftumoren”? §. Hierbei laufen alte Aminosiuren durch die 
Siiule hindurch, auBer den sauren Aminosiiuren und dem Cystin. Bei dem auf der 
Siule herrschenden py ist es schwerléslich und schligt sich nieder. Nach Wie- 
land wird das Cystin dann durch H.,S8-gesiittigtes Wasser selektiv eluiert, wobei 
es in Cystein iibergefiihrt wird*. Auch die Trennung der Glutaminsiure von der 
Asparaginsiure durch Elution mit 0,5-n. Essigsiiure, welche die erstere ent- 
fernt und mit 0,5-n. NaOH zum Entzug der letzteren ist méglich 6. 

Turba urd Richter” konnten die Befunde von Wieland nicht ganz 
bestitigen. Sie fanden die Vorbehandlung des Aluminiumoxyds mit n-HCl (oder 
n-Essigsiure) nicht ausreichend, um die gesamte Glutaminsdure zu fixieren. 
Etwa 5% liefen stets durch die Siule hindurch. Dagegen wurde nach Vorbehand- 
lung mit Essigsiure-Acetatpuffer py 3,3 die gesamte Glutaminsiure adsorbiert, 
und die Abtrennung von den Monocarbonsiuren erfolgte spezifisch u. quantitativ. 

Spiter gebrauchten auch Schramm und Primosigh™ Aluminiumoxyd 
in beiden Zustandsformen zur Abtrennung der basischen und sauren Amino- 
siuren aus einem synthetischen Gemisch. Sie fanden, daB in Gegenwart von 
Formaldehyd auch solche Aminosiuren zuriickgehalten werden, die mit diesem 
bestiindige Verbindungen eingehen und auch solche, die in f-Stellung eine Oxy- 
oder Sulfhydrylgruppe enthalten. 


In unseren ersten Versuchen konnten wir mit dem uns zuginglichen 
Aluminiumoxyd (E. Merck, Darmstadt, standardisiert nach Brock- 
mann) die Befunde der genannten Autoren nicht bestatigen. In allen 
Fallen wurden die sauren Aminosiuren nicht fest genug fixiert und liefen 
beim Nachwaschen mit Wasser durch die Saulen glatt hindurch. An 
eine selektive Aufteilung in die Aminosiurefraktionen mit Hilfe des 
Aluminiumoxyds konnte deshalb nicht gedacht werden. Im Hinblick 


4G. M. Schwab u. M. Dattler, Angew. Chem. 50, 691 [1937]; 51, 709 

[1938]. 
> Th. Wieland, Ber. dtsch. chem. Ges. 73, 962 [1940]. 

6 Th. Wieland u. L. Wirth, Ber. dtsch. chem. Ges. 76, 823 [1943]. 

7 Th. Wieland u. W. Paul, Ber. dtsch. chem. Ges. 77, 34 [1944]. 

8 Th. Wieland, Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 1001 [1942]. 

® Th. Wieland, Naturwiss. 30, 374 [1942]. 

° F. Turba u. M. Richter, Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 340 [1942]. 

1G. Schramm u. J: Primosigh, Ber. dtsch. chem. Ges. 77, 417 [1944]. 
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auf die verschiedenen Feststellungen von Wieland einerseits und 
Turba und Richter andererseits fiihrten wir das Versagen unserer 
Versuche auf das fiir unsere Zwecke nicht geeignete Aluminiumoxyd- 
Praparat zuriick. Dieses mag wohl fiir eine chromatographische Ad- 
sorption aus nichtwaBrigen Lésungsmitteln geeignet sein, jedoch zur 
Austauschadsorption aus waBriger Lésung nicht die entsprechende 
Zusammensetzung besitzen. Wir haben daher verschiedene Aluminium- 
oxydlieferungen der gleichen Firma auf ihre Fahigkeiten zur Austausch- 
adsorption untersucht, ferner die optimalsten Adsorptionsbedingungen 
aufgesucht und schlieBlich eine starkere Aktivierung des Aluminium- 
oxyds angestrebt. 

Hierzu wurde eine eigene Methodik entwickelt. Diese besteht darin, 
daB eine bestimmte Menge Aluminiumoxyd maximal mit Glutaminsaure 
beladen und die adsorbierte Menge als ein Ma8 fiir das Adsorptions- 
vermégen angesehen wird. Die Einzelheiten sind im Versuchsteil be- 
schrieben. 

Wir definieren: Aluminiumoxyd besitzt die Aktivitat 
1 GSE (Glutaminséure-Einheit), wenn 1 g trockenes Produkt 
maximal 1 mg Glutaminsdure zu binden vermag. 

Zunachst zeigte sich, daB die Vorbehandlung des Aluminiumoxyds 
mit verschiedenen Saéuren nicht gleichgiiltig fiir das Adsorptionsver- 
mégen ist. Durch Vorbehandlung mit n-HCl nach Th. Wieland und 
Auswaschen bis p,, 3 des Waschwassers wurde das Adsorbens von GSE 
2,2 auf 12,9 gebracht. Bei stérkerem Auswaschen sank die Aktivitat 
wieder ab. Mit n-Phosphorséure sank die Aktivitét knapp unter den 
Wert des unvorbehandelten Adsorbens. Das stimmt mit den Angaben 
von Schwab und Dattler iiberein, wonach das Phosphation sehr stark 
vom Aluminiumoxyd adsorbiert wird. In steigendem MaBe aktivieren 
dann die in der Tabelle unter 2. des Versuchsteils aufgefiihrten orga- 
nischen Sauren. Sehr viel starker aktivieren die anorganischen Sauren 
Schwefelséure und Bromwasserstoffsaure (vgl. auch Tab. unter 1.). Eine 
weitere Aktivitatssteigerung wurde durch Behandlung mit n-Aluminium- 
chloridlésung erreicht (GSE 9,9), und durch Tempern des Al,O, mit 
festem AICI,-6 H,O wurde sogar die Aktivierung nach Wieland (GSE 12,9) 
noch tibertroffen (GSE 14,85). Bei diesen Versuchen wurden die Alu- 
miniumoxydansiatze bis zur lackmusneutralen Reaktion ausgewaschen. 
Es besteht aber, wie schon die ersten Aktivierungsversuche mit n-HCl 
dieser Tabelle erkennen lassen, eine Abhangigkeit des Adsorptionsver- 
mégens vom p,,. Wie die Tab. unter 3. beweist, liegt das p,,-Optimum 
bei 2,5—2,7, also ein wenig saurer als das p,, des von Turba und Rich- 
ter angegebenen Puffers. In welechem Ausmafe sich die Aktivierung 
steigern laBt, zeigen die GSE fiir unvorbehandeltes Aluminiumoxyd mit 
56 und fiir behandeltes, bis Py 2,5—2,7 ausgewaschen, mit 20,5. Be- 
handelt man das Al,O, mit Salzséure verschiedener Normalitat vor, so 
14Bt sich nur ein geringer Unterschied in der Aktivitatssteigerung fest- 
stellen, doch zeigt sich ein Optimum mit 6-n.HCl (GSE 3,2) gegeniiber 
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n-HCl (GSE 2,3). Zu diesen Versuchen wurde ein anderes Produkt an 
Aluminiumoxyd benutzt; es zeigte sich ein groBer Unterschied in der 
maximalen Aktivierbarkeit zwischen diesem Produkt und demjenigen, 
das zu den vorhergehenden Versuchen benutzt wurde. Die Versuchs- 
dauer scheint nicht von groBem Einflu8 auf die Adsorption zu sein. 
Am meisten Glutaminséure wurde bei sehr kurzer Versuchsdauer (45 Sek. 
mit GSE 5,1) adsorbiert, am geringsten bei der langsten Versuchsdauer 
(8 Min. 42 Sek. mit GSE 4,4). Daraus kann geschlossen werden, daB 
eine konstante Durchlaufgeschwindigkeit der Glutaminatlésung durch 
die Saule nicht angstlich eingehalten zu werden braucht. Das Tempe- 
raturoptimum der Adsorption ‘wurde bei 16—-18°C, also bei Zimmer- 
temperatur, gefunden. Entgegen der Erwartung ergab sich auch eine 
Abhangigkeit des Adsorptionsvermégens von der Konzentration der 
Glutaminatlésung. Wie die Tab. unter 8. zeigt, besteht in der Tat ein star- 
ker Unterschied, nicht nur im Adsorptionsvermégen des kationotropen 
Aluminiumoxyds gegeniiber Arginin und Glutaminséure, sondern auch 
des anionotropen Aluminiumoxyds gegeniiber der letzteren. Die ka- 
tionotrope und die anionotrope Wirksamkeit des Adsorbens gehen 
parallel. Hieraus darf geschlossen werden, daB es sich um die Betatigung 
der gleichen aktiven Zentren innerhalb des Al,O5-Gefiiges handelt, 
welche jeweils in anderer Ladungsform vorliegen. Zum Vergleich der 
Adsorption von Arginin wurde auch Permutit herangezogen und viel 
aktiver befunden (GSE 8,9), als die Aluminiumoxydpraparate (GSE 
1,9—3,7). Der Aktivitatsunterschied der Praparate schwankt betracht- 
lich fiir anionotropes Aluminiumoxyd und Glutaminsaure (zwischen 4,1 
fiir Produkt III und 20,5 fiir Produkt 1). 

Der Versuch, das kaufliche Aluminiumoxyd auf einen héheren 
Aktivierungsgrad zu bringen, erschien uns in zweifacher Hinsicht még- 
lich. Einmal kénnte durch Behandeln mit Natriumchlorid bei héherer 
Temperatur die Bildung und der Einbau von Na-Aluminat médglich 
sein 12, welches dann mit Salzsiure, wie schon beschrieben, umgeladen 
werden miiBte. Dann ware daran zu denken, durch Behandlung mit 
Aluminiumchlorid bei héherer Temperatur direkt eine Vermehrung von 
,aktiven Zentren“ im Gefiige des Aluminiumoxyds zu erreichen™. Bei 
beiden Wegen ist zu beriicksichtigen, da NaCl bei héherer Temperatur 
fliichtig ist und das Ofenmaterial sehr stark angreift, und daB auch die 
thermische Zersetzung des wasserhaltigen Aluminiumehlorids schon bei 
180—200° C beginnt, wobei je nach der Temperatur ein mehr oder 
weniger entwassertes Hydroxyd entsteht. 

Die Behandlung des Adsorbens mit Natriumchlorid fiihrte nicht 
zum Ziel. Zum Vergleich wurde das Al,O,-Praparat von GSE 2,5 (ka- 
tionotrop) durch Behandeln mit Salzsiure auf GSE 19,3 (anionotrop) 
gebracht. Mit der letzten Zahl wurden dann alle anderen verglichen. 
Nach dem Tempern mit verschiedenen Anteilen an Natriumchlorid 


12 Vel. Gmelins Hdb., Syst.-Nr. 35, T. B. S. 36 ff. 
18 Vgl. Gmelins Hdb., Syst.-Nr. 35, T. B. S. 49 ff. 
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zwischen 600 und 900° C wurden die Ansatze mit n-HCl behandelt. Er- 
hitzen auf héhere Temperaturen, ohne NaCl-Zusatz, erbrachte eine deut- 
liche, wenn auch schwache Aktivitétsverminderung gegeniiber dem Be- 
zugswert. Am naichsten kommt diesem das Praparat, welches bei 700° 
getempert wurde. Die héheren Temperaturen bewirkten wieder einen 
Aktivitatsabfall. Gegeniiber den Praparaten ohne Zusatz waren alle 
anderen mit NaCl-Zusatz deutlich schwacher aktiv. 

Dem Aktivierungsversuch mit Aluminiumchlorid wurde ein Al,O5- 
Produkt zugrunde gelegt, das sich mit Salzséiure nur bis zur GSE 3,55 
aktivieren lie’. Es handelte sich also um ein besonders schwach wirk- 
sames Produkt. Die Vorbehandlung auf nassem Wege fiihrte nicht zum 
Ziel. Wurde jedoch das Al,O, mit trocknem AIC],;-6H,O in den Ver-’ 
haltnissen 6:1, 3:1 und 2:1 gemischt und in der Muffel auf héhere 
Temperaturen (600—800°) erhitzt, dann erreichte man eine deutliche 
Aktivitatssteigerung bis zum maximal 2,7-fachen des Bezugswertes 
(GSE 9,55 gegeniiber 3,55). Ein noch aktiveres Produkt wurde erhalten, 
wenn 30 g Al,O, mit 25 g AIC],-6H,O 24 Stdn. bei 700° getempert 
wurden. Die Aktivitaét dieses Produktes betrug 12.0 GSE, das ist das 
3,4-fache des Bezugswertes. Damit ist allerdings noch nicht die Aktivitat 
eines anderen Produktes von kauflichem Aluminiumoxyd erreicht, wel- 
ches durch ausschlieBliche Behandlung mit n-HCl eine Aktivitaét von 
20,5 GSE erlangte. 

Aus den mitgeteilten Versuchen ergeben sich nicht nur die opti- 
malsten Versuchsbedingungen fiir die Adsorption der Glutaminsaure 
an Aluminiumoxyd, sondern auch Anhaltspunkte fiir eine Behandlung 
des Adsorbens zum Zwecke der Aktivierung im Laboratorium bzw. in 
der Industrie. Wenn sich das Aluminiumoxyd auch zur Austausch- 
adsorption der Aminoséuren einbiirgern sollte, ware es erwiinscht, daB 
die Industrie ein fiir diese Zwecke standardisiertes Produkt auf den 
Markt bringt, welches mit einer bestimmten Aktivitét im GSE, die nach 
der in dieser Arbeit geschilderten Methodik leicht bestimmbar ist, dekla- 
riert werden kénnte. 


Beschreibung der Versuche 


Die Adsorptionsréhrchen waren insgesamt 12 cm lang und hatten einen 
Durchmesser von 13 mm (Abb. b). Sie paBten mit ihrem oberen Mantelschliff 
in den Kegelschliff am unteren Ende einer Spezialbiirette (Abb. a) und mit ihrem 
unteren Kegelschliff in den Mantelschliff eines Tropftrichters (c), eines dick- 
wandigen kalibrierten Glasrohres mit seitlichem Absaugstutzen (d) oder eines 
Wirmemantels (f). Zum Fillen mit Aluminiumoxyd wurde in den konischen 
Teil des Réhrchens ein Wattebausch eingedriickt und auf die Absaugvorrichtung 
aufgesetzt, welche aus einer Saugflasche mit aufgesetztem Tropftrichter c bestand. 
Das Aluminiumoxyd wurde in Wasser oder der Vorbehandlungsfliissigkeit auf- 
geschlimmt und unter leichtem Saugen eingefillt. Es wurde die Bildung von 
Luftpolstern zu verhindern versucht und auf eine feste und gleichmaBige Fiillung 
geachtet. Die Réhrchen faBten 4-5 g Aluminiumoxyd. Mit Hilfe des kalibrierten 
Rohres d@ wurde nach Versuchsende die noch in der Siule verbliebene Fliissig- 
keit abgesaugt. Der Warmemantel entsprach im Prinzip dem von Schramm 
und Primosigh™ angegebenen. 
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Zur Bestimmung des Adsorp- 
tionsvermégens der Al,0,-Praparate 
wurde meistens eine 0,2-proz. waBrige Lé6- 
sung von Glutaminsiure, mit NaOH neu- 
tralisiert, angewandt. Da ein spezifischer 
Nachweis fiir Glutaminsiure fehlt, wurde 
die Ninhydrin-Reaktion herangezogen (di- 
rekte Methode) oder der Anteil des adsor- 
bierten vom vorgelegten Glutaminsiure- 
stickstoff nach Kjeldahl bestimmt (indi- 
rekte Methode). 

Direkte Methode. Glutaminat- 
lésung wurde aus einer Biirette (a) so- 
lange mit einer Geschwindigkeit von 10-20 
Tropfen/Min. durch die Al,O,-Siule laufen 
lassen, bis die Ninhydrin-Reaktion posi- 
tiv wurde. Auf einen kleinen Rundkolben 
wurde ein RiickfluBkihler (e) aufgesetzt 
und 15 ccm einer 1-proz. wiBrigen Nin- 
hydrinlésung eingefillt. Letztere wurde 
dauernd in leichtem Sieden erhalten. Die 
aus dem AbfluBstutzen des Adsorptions- 
rohrchens ausgetretene Flissigkeit tropfte 
durch den RiickfluBkihler direkt in die 
siedende Ninhydrinlésung. Durch Drosse- 
lung am seitlichen Abdampfstutzen des 
RiickfluBkiihlers konnte der Dampfaus- 
tritt so reguliert werden, daB das Volumen 
des Kolbeninhaltes anniihernd konstant 
blieb. Von der verbrauchten Glutaminat- 
lésung wurde die noch im Adsorptionsrohr 
verbliebene Fliissigkeit, welche nach Ver- 
suchsende durch Absaugen ermittelt wur- 
de, abgezogen. Das mit HCl vorbehandelte 
Al,O, gab beim Durchlauf von Gluta- 
minatlésung freie HCl ab. Erschépfendes 
Auswaschen einer Siule von 5 g Al,0,, 
mit n-HCl vorbehandelt und bis py 3,4 
ausgewaschen, gab 0,41 ccm n-HCl ab, 
eine gleiche Siule, mit 40 ccm 0,2-proz. 
Glutaminatlésung ausgewaschen, 0,23 ccm 
n-HCl. Diese Menge HCl zu 15 cem 1-proz. 
Ninhydrinlésung zugesetzt, verzégerte die 
‘arbbildung nach Glutaminatzusatz gegen- 
iiber der neutralen Ninhydrinlésung stark. 
Im ersteren Falle muBten 5 ccm Gluta- 
minatlésung zugesetzt werden, im zweiten 
Falle geniigten drei Tropfen. Im Aus- 
waschen von HCl durch die Glutaminat- 
lésung liegt demnach eine Fehlerquelle der 
Methode. Diese beseitigten wir dadurch, 
da wir durch das seitliche Réhrchen des 


RiickfluBkihlers von Zeit zu Zeit einige Tropfen einer Bicarbonatlésung zugaben. 

Indirekte Methode. Glutaminatlésung von bekannter Konzentration 
wurde unter gelindem Saugen durch die Siule laufen gelassen und dann mit 
Wasser nachgewaschen. In Durchlauf + Waschwasser wurde dann der Stick- 


stoff bestimmt. 
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Fiir Serienbestimmungen ist die indirekte Methode zu umstindlich. Die 
Versuche wurden daher mit der leichter zu handhabenden direkten Methode 
durchgefiihrt. In einer kleinen Versuchsreihe wurden beide Methoden angewandt 
und vergleichbare Werte erhalten. 

In allen Fallen wurde nach Versuchsende das AJ,0O, im Glasréhrchen ge- 
trocknet und sein Gewicht durch Differenzwigung festgestellt. Die Werte der 
Tabellen sind als mg Glutaminsiure pro g trocknes Aluminiumoxyd angegeben 
und sind jeweils Mittelwerte von iibereinstimmenden Doppelbestimmungen. 

Als Adsorbens diente Aluminium oxydatum anhydricum, standardisiert 
nach Brockmann. Es wurden verschiedene Lieferungen untersucht. 


1. Vergleich der direkten mit der indirekten Methode. 

Das anionotrope Aluminiumoxyd wurde nach Wieland erhalten durch 
Aufschlimmen des kiuflichen Produktes mit der 3—4-fachen Menge n-HCl, . 
AbgieBen nach 1 Min. und wiederholtem Aufschlimmen, bis nach 1 Min. eine 
klare Fliissigkeit iiberstand. Dann wurde mit Wasser bis zur schwach lackmu?- 
sauren Reaktion ausgewaschen. Das kationotrope Aluminiumoxyd wurde durch 
Auswaschen mit reinem Wasser erhalten. 





direkte indirekte 


Art der Vorbehandlung des Al,0, Methode 
(mg Glutaminsiure/g Al,05) 





Auswaschen mit Wasser (kationotropes Al,0,) 1,3 1,15 


Vorbehandlung mit n-H,SO, und Auswaschen bis zur 
schwach sauren Reaktion 3,7 3,45 


Vorbehandlung nach Wieland und Auswaschen bis 
Py 2,8 (anionotropes Al,0,) 5,0 4,25 

















Die mit der direkten Methode erhaltenen Werte sind nur wenig héher als 
die mit der indirekten, zeigen aber gute Proportionalitat. 


2. Aktivierung durch verschiedene Vorbehandlung. 








2 mg Glutaminsiure/g 
Vorbehandlung Al,0, 
1. dest. Wasser 2,2 
2. nach Wieland, Auswaschen bis py 3 12,9 
3. nach Wieland, Auswaschen bis schwach saure Reaktion 9,55 
4, nach Wieland, Auswaschen bis lackmusneutrale Reaktion 4,2 
5. n-H,PO, 1,9 
6. verd. Propionsdure 2,2, 
7. 10-proz. Essigsiure 2,3 
8. n-Oxalsiure 8.3 
9. n-Ameisensiiure 3,9 
10. n-H,SO, 6,35 
11. n-HBr 7,9 
12. m-AlCl, 9,9 
13. Al,O, mit AICI, erhitzt 14,85 














Bei den Ansitzen 3—12 wurden je 50g Al,O, mit je 200 ccm der in der 
Tabelle angegebenen Vorbehandlungsfliissigkeiten aufgeschlimmt und nach 
12-24 Stdn. abgegossen. Das Auswaschen mit Wasser ben6tigte bei den Ansitzen 
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3,5—8,11 und 12 je drei Wochen, bei 4 fiinf Wochen, bis das Waschwasser lack- 
musneutral war. Ansatz 2: Vorbehandlung nach Wieland, Auswaschen bis 
py 3. Ansatz 13: 50g Al,O, + 20g AICI, - 6 H,O im Morser zerrieben, 5 Stdn. 
in einer Porzellanschale iiber freier Flamme erhitzt, dann in Wasser aufge- 
schlimmt und bis zur lackmusneutralen Reaktion ausgewaschen. 


3. Abhingigkeit der Adsorption vom py in der Siaule. 

Je 15g Al,O, wurden mit je 100 ccm m-HCl aufgeschlimmt und nach 
3 Min. abgegossen. Dann mit Wasser bis zum angegebenen py ausgewaschen. 
py- Bestimmung mit dem Folienkolorimeter nach Wulf oder mit Lyphanpapier. 











mg Glutaminsiure/g Al,O, 
Vergleich: kationotropes Al,O, 2,6 
E PH 
4,6—4,9 7,6 
4,4—4,6 10,3 
3,9—4,1 - 14,8 
3,4—3,6 18,8 
3,1—3,3 19,8 
2,5—2,7 20,5 
1 16,8 

















4. Abhimgigkeit von der Siurekonzentration. 
Das Aluminiumoxyd wurde mit HCl der angegebenen Normalitaét vorbe- 
handelt und bis py 2,7 ausgewaschen. 
Normalitét der HCl 1 2 4 6 8 10 
mg Glutaminsiure/g Al,O, 2,3 2,8 aN 3,2 2,85 2,8 


5. Abhingigkeit von der Versuchsdauer. 


Das Aluminiumoxyd wurde mit n-HCl vorbehandelt und bis zum py 2,8 
ausgewaschen. Alle Réhrchen wurden mit der gleichen Menge Adsorbens be- 
schickt. Die Tropfenzahl wurde so einreguliert, daB die Adsorption nach den in 
der Tabelle angegebenen Zeiten beendet war. 

Zeit Min. 1 1 1 2 2 8 
Sek. 45 2 28 59 18 26 42 
mg Glutaminsiure/g Al,0, 5,1 4,9 4,8 4,95 4,85 4,6 4,4 


6. Abhingigkeit von der Temperatur. 

Von anionotropem Aluminiumoxyd, bis py 2,7 ausgewaschen, wurden je- 
weils gleiche Anteile in die Adsorptionsréhrchen eingefiillt. Die Temperatur 
wurde mit Hilfe des Wassermantels (Abb. 1 f) eingestellt. 

Temp. °C 0 8-10 16-18 44-46 64-66 80-82 
mg Glutaminsiure/g Al,0, 4,85 4,9 5,9 4,5 4,2 3,9 


7. Abhingigkeit von der Konzentration der Glutaminsaure. 
Anionotropes Aluminiumoxyd, bis py 2,8 ausgewaschen. 

Glutaminatlsg. in °/59 2,0 1,5 1,0 0,5 
mg Glutaminsaure/g Al,0, 4,95 4,85 3,8 3,4 
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8. Priifung verschiedener Aluminiumoxyd-Priparate. 


Die von der Lieferfirma zu verschiedenen Zeiten bezogenen Aluminiumoxyd- 
Priparate verhielten sich bei der Austauschadsorption verschieden. Gepriift 
wurde mit kationotropem Al,O, gegeniiber einer 0,2-proz. Argininlésung und 
(,2-proz. Glutaminatloésung und mit anionotropem Al,O, gegeniiber der letzteren. 
Zum Vergleich wurde auch ein Ansatz mit Permutit gemacht. Dieser wurde mit 
n-NaOH und 2-proz. Essigsiure vorbehandelt und bis zur neutralen Reaktion 
ausgewaschen. 











kationotropes Al,0, mg Arginin/g Al,O, bzw. Permutit 
I 3,7 
II 3,3 
III 1,9 
Permutit 8,9 
kationotropes Al,0, mg Glutaminsiiure/g Al,0, 
I 2,6 
II 2,2 
III 1,3 
anionotropes Al,0, mg Glutaminsiure/g A],0, 
I 20,5 
II 15,4 
III 4,1 











9. Vorbehandlung mit Natriumchlorid. 


Je 50 g Al,O, wurden mit der angegebenen Menge NaCl in Porzellanschalen 
in der Muffel 4 Stdn. auf bestimmte Temperaturen erhitzt, dann mit n-HCl nach 
Wieland behandelt und mit Wasser bis zum py 2,7—2,9 ausgewaschen. 








| NaCl in g | Temp. °C | mg Glutaminsdure/g Al,O, 
1 kationotropes Al,0, — 2,5 
2 anionotropes Al,0, _ 19,3 
3 —_ 600 16,8 
4 0,25 - 14,9 
5 0,5 95 15,0 
6 1,0 ie 15,6 
7 oo 700 18,5 
S 0,25 a 16,9 
9 0,5 * 16,2 
10 1,0 ‘ 16,8 
11 — 800 15,8 
12 0,25 a 14,4 
13 0,5 “ 14,1 
14 1,0 ze 14,6 
15 a 900 11,6 
16 0,25 ai 9,4 
17 0,5 “i 10,5 
18 1,0 ‘ 10,9 
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10. Vorbehandlung mit Aluminiumehlorid. 
a) auf nassem Wege. 





| mg Glutaminsaure/g Al, 0,, | 








Vorbehandlung 

katinotropes Al,O, 1,05 
anionotropes Al,O, 3,55 
15 g Al,O, + 100 ccm 1-proz, AICl,-Lsg. 3 Tage stehen ge- 

lassen, dann mit 400 cem dest. Wasser ausgewaschen 3,1 

ebenso, mit 2-proz. AICI,-Lsg. 3,15 
ebenso, mit 1-proz. AICl,-Lsg. anschlieSend Behandlg. mit 

n-HCl u. Auswaschen bis py 3,5 3,15 
evenso, mit 2-proz. AICl,-Lsg. 3,2 

ebenso, mit 3-proz. AICl,-Lsg. 3,1 

30g Al,0, + 2-proz. AICl,-Lsg. bei 80° getrocknet, dann 

4 Stdn. auf 700° erhitzt. Behandlg. mit n-HCl u. Aus- 

waschen bis pyzy 3,3 2,65 
ebenso, mit 50 ccm 4-proz. AICl,-Lsg. 2,6 

ebenso, mit 50 cem 6-proz. AICl,-Lsg. 2,7 

ebenso, mit 50 ccm 8-proz. AICl,-Lsg. 3,0 











b) auf trockenem Wege. 





Vorbehandlung 














30g Al,O, + 5g AICI, 4 Stdn. auf 600° C, mit n-HCl be- 

handelt u. bis Py 3,3 ausgewaschen 4,9 

30g Al,0, + 10g AICl;, sonst wie oben 8,95 
30g Al,O, + 15g AICI,, sonst wie oben 9,55 
30g Al,0,+5g AICI], 4 Stdn. auf 800°C erhitzt, mit 

n-HCl behandelt u. bis py 3,3 ausgewaschen 3,2 

30¢ Al,O, + 10g AICl,, sonst wie oben 3,9 

30g Al,O, + 15g AICI, sonst wie oben qe 

30g Al,O, + 25g AICI, 24 Stdn. auf 700° C erhitzt, mit 

n-HCl behandelt u. bis py 3,2 ausgewaschen 12,0 





Zusammenfassung 


Anionotropes Aluminiumoxyd hat das Adsorptionsvermégen 1 GSE 
(Glutaminsaureeinheit), wenn 1 g trocknes Produkt 1 mg Glutaminsaure 
adsorbiert. Zu ihrer Bestimmung wird eine einfache Methode angegeben. 

Verschiedene Lieferungen von Aluminiumoxyd hatten unterschied- 
liche Adsorptionsvermégen. 

Letzteres wurde durch Tempern einer Mischung von Aluminium- 
oxyd mit Aluminiumchlorid auf das 2,7—3,4-fache gesteigert. 

Die optimalsten Adsorptionsbedingungen des anionotropen Alu- 
miniumoxyds gegeniiber Glutaminsidure lagen dann vor, wenn mit 6-n. 
HCl vorbehandelt und bis p,, 2,5 —2,7 ausgewaschen wurde. Die Durch- 
fluBgeschwindigkeit der Glutaminatlésung durch die Saéule war nicht 
von groBem Einflu8 auf die Adsorption. Das Temperaturoptimum lag 
bei 16—18°C. Eine gewisse Abhangigkeit von der Konzentration der 
Glutaminatlésung konnte festgestellt werden. 
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Uber die Bestimmung der Prothrombinzeit in kleinen Mengen 
Kapillarblut 
Von 
Rudolf Marx und Hans Bayerle 


Aus der Chem. Abt. des Pathologischen Institutes der Universitit Miinchen 
Stellvertr. Leiter des Institutes: Dozent Dr. med. L. Burekhardt 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Juni 1948) 


Fir klinische Zwecke hat sich das Verfahren von A. Quick’* zur quanti- 
tativen Prothrombinbestimmung infolge seiner Einfachheit bei geniigender 
Exaktheit allgemein eingefiihrt. Auch fiir Forschungszwecke hat es neben und 
in Kombination mit anderen Methoden zur Analyse des Blutgerinnungssystems 
auch beim neuesten Stand der Kenntnisse seinen Wert unter Beweis gestellt. 
Man muB allerdings beriicksichtigen, daB der Ausfall der Prothrombinzeit-Be- 
stimmung nicht nur von der vorhandenen Menge an Prothrombin, sondern auch 
von der Umwandelbarkeit des Prothrombins in aktives Thrombin, der ein be- 
sonderer Faktor (convertibility factor, accelerator factor) stofflich zuzuordnen 
ist?, abhingig ist. Eine gréBere Zahl von Modifikationen der Prothrombinzeit- 
methode nach A. Quick wurde im Verlauf der letzten 10 Jahre vorgeschlagen’. 
Quick’> selbst schrieb 1945, daB nach seiner Meinung kein bisher vorgeschla- 
genes Verfahren eine wirkliche Verbesserung seiner Originalmethode darstelle 
und universellere Anwendung garantiere. Auf Grund groBer Erfahrung mit 
Gerinnungstesten in 12 Jahren und Anwendung der Originalmethode von Quick 
mit Plasma kénnen wir bestitigen, daB die Originalmethode unter Verwendung 
von Oxalatplasma aus Venenblut sehr gute Ergebnisse gibt, auch wenn man durch 
leichtes Schiitteln im Wasserbad den Eintritt der Gerinnungszeit bestimmt. 

Der eine von uns hat dargelegt*, welche Bedeutung bei einzelnen 
Krankheiten der Korrelation Blutzellenvolumen-Plasma fiir den Aus- 
fall der Prothrombinzeit-Berechnung im Volumen Gesamtblut zukom- 
men kann, wie wichtig es daher unter Umstianden sein kann, die Pro- 
thrombinzeit im Gesamtblut statt im Plasma allein zu bestimmen. Fiir 
die Bestimmung von Venenoxalat- oder Citratblut ist aber die Original- 
methode nach Quick nicht geeignet, da durch Schiitteln im Vollblut 
keine genaue Fixierung des Gerinnungsmomentes zu erzielen ist? . 

Bei einer Reihe von klinischen Zustandsbildern, insbesondere bei 
Kleinkindern, ist es nicht méglich, ohne Gefahr von Schaidigung Venen- 
blut in gentigender Menge zu entnehmen. In solchen Fallen ist man unter 
Inkaufnahme methodischer Schwierigkeiten gezwungen, Kapillarblut 
zu verwenden. 





‘a A, Quick, J. biol. Chemistry 109, 73 [1935]. 

1b A, Quick, Amer. J. clin. Pathol. 15, Nr. 12 [1945]. 

2 A. Quick, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 62, 249 [1946]; H. P. Smith, 
Essays in Biology, Berkeley, Calif. 1943, S. 549; A. G. Ware, M. M. Guest 
u. W. H. Seegers, J. biol. Chemistry 169, 231 [1947]; R. Marx u. H. Bayerle, 
unver6ffentlicht. 

8 J. Lehmann, Svensk, Likartidn. 23, Nr. 37 [1942]; B. Rovatti, Z. ges. 
xp. Med. 385, 11 [1942]; H. Dyckerhoff u. R. Marx, Z. exp. Med. 110, 366 
riga1}; E. Freudenberg, Schweiz. Med. Wschr. 71, 1256 [1941]; Ch. Wun- 
erly, Helv. Physiol. Acta 5, C 37—C 38 [1947]. 

4 R. Marx, Z. Arztl. Forschg. 2, H. 22, 413. 
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Fiechter® hat eine brauchbare Mikromethode angegeben, welche das 
Prinzip von Quick beniitzt unter Gebrauch einer Spezialpipette (0,15 ccm) 
zum Aufsaugen des Kapillarblutes. Das Oxalatblut (0,15 cem Kapillarblut) wird 
in kleine bei 37° gehaltene Glasschilchen gespritzt und nach Zugabe von Throm- 
bokinase-Calcium die Gerinnungszeit durch Durchziehen einer Platinése bis zum 
Hangenbleiben einer Fibrinflocke bestimmt. Bei den derzeitigen Verhaltnissen 
in Deutschland ist aber die Beschaffung von Spezialpipetten fiir Kliniken und 
Arzte oft nicht méglich. 

Wir haben daher eine Versuchsanordnung ausgearbeitet, die es er- 
méglicht, pro Bestimmung mit 0,018 ccm Kapillarblut auszukommen. 
Zur Blutentnahme beniitzen wir die in jeder Klinik vorhandenen Leuko- 
zytenzahlpipetten. Um den Eintritt der Gerinnung in dem kleinen Ge- 
samtvolumen einer solchen Prothrombinzeit-Gerinnungsmischung von 
0,12 cem deutlich sichtbar machen zu kénnen, beniitzen wir als Ver- 
grdBerungsprinzip und Thermostaten zugleich nach dem Vorgang von 
B. Rovatti® einen Rundkolben mit weitem Halse und méglichst dicker 
Wand fiir die in kleinen Reagensglischen von 10cm Linge und 1 cm 
Durchmesser im Kolben-Thermostaten haingenden Prothrombinzeit- 
Gerinnungsmischungen. Der Eintritt der Gerinnung kann durch Anord- 
nung einer lichtstarken Lampe in der Nahe des Kolbens und Durch- 
ziehen eines kleinen Hakchens ausgezeichnet sichtbar gemacht werden, 
und zwar in den kleinen Mengen Kapillarblut ebenso wie in Venenoxalat- 
und Citratplasma bzw. -blut. 

Unsere Modifikation erlaubt natiirlich auch, mit dem Original- 
volumen nach Quick (0,3 ccm Prothrombinzeit-Gerinnungsmischung) 
zu arbeiten. Sie ist mit einfachen Hilfsmitteln durchfihrbar, fiir Blut 
und Plasma universell zu verwenden und liefert in unverdiinntem 
Plasma genau dieselben Prothrombinzeit-Sekundenzahlen wie nach 


dem Vorgehen von Quick. 

Anstatt Kapillarblut sollte woméglich Venenpunktionsblut verwendet 
werden, denn auch bei Einarbeitung und Verwendung nur rasch quellender 
Bluttropfen, die ohne Pressen des Gewebes leicht aufgesaugt werden kénnen, 
ist eine geringe 'Thrombinbildung nicht vollkommen zu vermeiden, da auf dem 
allerdings kurzen Wege des Gewebsschnittes alle Gerinnungsfaktoren zusammen- 
kommen. Klinisch bedeutsame Abweichungen, insbesondere im Kindesalter 
kénnen aber bei entsprechender Einarbeitung mit Kapillarblutmikromethoden 
noch erfaBt werden und darauf kommt es zunichst an. 

Eine wichtige Voraussetzung der bequemen Verwendung der ,,Rundkolben. 
methode“ ist die Verwendung einer fiir die untersuchte Spezies méglichst opti- 
malen Thrombokinase, Priparate, die zu lange Prothrombinzeitwerte ergeben, 
schalten entweder die Eigenthrombokinase des Plasmas nicht geniigend aus oder 
tragen Hemmungskérper in das Plasma hinein, die unter pathologischen Verhiilt- 
nissen in Plasmen von Patienten verstiirkt oder geschwicht werden kénnen und 
die Prothrombinzeit verlingern oder auch verkiirzen, was dann aber mit Ver- 
ainderung des Prothrombinpotentials nicht mehr in Zusammenhang zu stehell 
braucht. Dariiber hinaus machen zu lange Prothrombinzeitwerte die Handhabuny 
unserer Methode unbequem, weil das regelmaiBige Durchziehen des Hakchens 
durch die Prothrombinzeit-Gerinnungsmischung bei zu langer Zeitdauer ermiidet 


5 Fiechter, Schweiz. Med. Wschr. 70, 259 [1940]. 
° B. Rovatti, Z. ges. exp. Med. $85, 11 [1942]. 
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Die Anwendung des beschriebenen Prinzips auf Citratblut, wie es zur Blut- 
senkungsbestimmung nach Westergreen routinemiBig in jeder Klinik abge- 
nommen wird, wird sich in vielen Fallen wegen des in den Kliniken vorhandenen 
sterilen 3,8-proz. Natrium citricum neutrale sehr empfehlen. Unser Verfahren 
erspart das von Halse? beschriebene Vorschitzen der Prothrombinzeit im Voll- 
blut durch stufenweises Erfassen des genauen Wertes an Hand mehrerer Proben, 


Die Verwendung einer Thrombokinase fiir Menschen-Oxalatplasma, die nicht 
bei richtiger Extraktion (20) (bei genau 50° 200 mg Standard-Trockenthrombo- 
kinase mit 5 ecm physiologischer Kochsalzlésung extrahieren) eine Gerinnungs- 
zeit menschlichen Oxalatplasmas von durchschnittlich 11 bis 14 Sek. ergibt, fiithrt 
nach Quick!» in manchen Fallen zu ernsten Irrtiimern. Wir méchten, diese 
Behauptung etwas mildernd, sagen, daf bei gerinnungsmaBig normalen Indivi- 
duen zur Uberwachung der Dicumaro!therapie auch Thrombokinasen mit etwas 
lingeren Prothrombinzeitwerten noch brauchbar sind, fiir Forschungszwecke 
aber unbedingt an optimaler Thrombokinase festgehalten werden sollte. 

Die Testung der Thrombokinase an Blut und Plasma von mindestens 10 
normalen Menschen und Anlegung einer Standardkurve fiir jedes Thrombo- 
kinasepraparat halten wir fiir unerliBlich. Die Berechnung des Prothrombin- 
index nach der alteren Angabe von Quick oder in der von Halse?’ vorgeschla- 
genen Form kann bei Grenzfillen, insbesondere bei der Beurteilung der richtigen 
Einstellung des Prothrombins bei der Dicumaroltherapie nach der dlteren Formel 
von Quick zu Fehlern von Bedeutung fiihren, da eben die Beziehung zwischen 
Prothrombinpotential und Prothrombinzeit nicht linear ist®. Nach Koller® 
sind die Tagesschwankungen bei Verwendung aktiver (mit unverdiinntem 
Oxalatplasma vom Menschen etwa 14 Sek. Gerinnungszeit ergebender) Thrombo- 
kinase gering und liegen im Rahmen der Fehlerbreite der Methode. Da andere 
Autoren Tagesrythmus-Schwankungen beobachteten’, ist zu iiberlegen, ob diese 
Differenzen der Ergebnisse sich nicht auf Aktivititsdifferenzen der verwendeten 
Thrombokinase-Extrakte zuriickfiihren lassen. Vielleicht ist es méglich, mit relativ 
weniger aktiven Thrombokinasen Plasmaveriinderungen zu beobachten, die sich 
mit hochaktiven Thrombokinasen nicht mehr diagnostizieren lassen. Doch er- 
hebt sich dabei immer wieder die Frage, ob dann solche Prothrombinzeit- 
Differenzen wirklich mit der Prothrombinmenge oder mit der Prothrombin- 
umwandelbarkeit oder aber weiteren Plasmacigenschaften zusammenhingen. 
Dieses Problem mu8 noch niher studiert werden. 


Fiir die Prothrombinzeit in Kapillarblut hat sich folgendes Vorgehen 
bewahrt: An dem gereinigten hyperimisierten Ohrlaippchen, der Finger- 
beere oder der Ferse wird mit einem spitzen Skalpell oder der Franke- 
schen Nadel ein Einstich gesetzt, der gutes Bluten gewahrleistet. Der 
erste austretende Blutstropfen wird verworfen; Druck soll nicht ange- 
wandt werden, um vermehrtes Austreten von Gewebsthrombokinase zu 
vermeiden. Man legt in einer gewéhnlichen Leukozytenzihlpipette, die 
bis zur Marke 1 0,02 ccm faBt, bis zum ersten Teilstrich 1,34-proz. 
Natriumoxalatlésung nach Quick vor und saugt sodann bis zur Marke 
1 Blut auf. Zuvor hat man in kleine Reagensglischen von 10 cm Linge 
und lem Durchmesser, welche durch einen durchlochten Gummi- 
stopfen in den Rundkolbenthermostaten mit Wasser von 37° hinein- 
ragen, bereits einpipettiert: je 0,04 cem Thrombokinaselésung, 0,04 cem 


7 Th. Halse, Med. Klinik, Nr. 1 [1947]. 

8 R. Marx u. H. Bayerle, unverdffentlicht. 

® F. Koller, Das Vitamin K und seine klin. Bedeutung. Verlag Thieme, 
Leipzig 1941. 
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Calciumlésung nach Quick (m/40-CaCl,) und je 0,02 eem dest. Wasser. 
Diese Mischung wird mindestens 2 Min. vorgewarmt. Das schnell ent- 
nommene Blut wird sofort unter Ingangsetzung der Stoppuhr in die 
vorbereitete Mischung hineingespritzt, darauf wird sofort mit dem 
Durchziehen des Hakchens durch die Gerinnungsmischung begonnen. 
Der Moment des Gerinnungseintrittes ist zweifelsfrei, durch den Ver- 
grdBerungseffekt des Kolbens verdeutlicht, am Hangenbleiben eines 
Gerinnsels am Hakchen abzulesen. In diesem Moment wird die Stoppuhr 
abgestellt. 

Fir die Versuche mit zusatzlosem Nativblut zur Prothrombinbestimmung 
ist auch das Verfahren von Jiirgens?® gut anwendbar, auf das wir hinweisen. 
Es erfordert allerdings eine Spezialglasapparatur. Bei solchem Vorgehen ist der 
Haupteinwand von A. Quick?!» gegen die sogenannte ,,simple beside method‘ 
zur Prothrombinbetsimmung von Ziffren, Owen, Hoffmann und Smith", 
nimlich die Schwierigkeit in dem undurchsichtigen Vollblut die Fibrinaus- 
flockung deutlich sichtbar werden zu lassen, entkriiftet. 

Es empfiehlt sich, einen gréBeren Kolben zu .benutzen, womédglich mit 
doppelter Glaswand. Durch Beleuchtung mit einer starkkerzigen Birne in geringem 
Abstand vom Kolben und bzw. oder Brennenlassen eines Bunsenbrenners in der 
Nihe 148t sich die Temperatur im Kolben bei Ubung sehr lange auf 37° geniigend 
konstant halten (Thermometer in der Héhe der Gerinnungsglischen). Fiir die 
Dauer einer Versuchsserie kann man Calcium und Thrombokinase, gemischt 1:1, 
durch ein Loch des Gummiverschlusses des Kolbenhalses in das Wasser von 37° 
hineinhingen pnd dadurch stets sofort verwendbar halten (nicht iiber 30 Min.). 

Die angewandte Blutmenge entspricht einem 50-proz. Nativblut 
(Citrat- bzw. Oxalatblut). Man macht am besten drei Bestimmungen 
und nimmt den Mittelwert unter Eliminierung eventueller offenbarer 
Fehlbestimmungen, die bei geringer Einarbeitung anfanglich vorkom- 
men kénnen. Je schneller man arbeitet, desto seltener werden aus der 
Reihe fallende Bestimmungen. Die Leukozytenpipetten miissen nach 
jeder Bestimmung griindlich gereinigt werden, damit Thrombinspuren 
an ihren Innenwinden vermieden werden. Ebenso ist das zum Durch- 
ziehen verwendete Hakchen nach jeder Bestimmung abzuflammen und 
durch Eintauchen in dest. Wasser wieder zu kiihlen und zu reinigen. 
Vor der Verwendung hangt es am besten ebenfalls ins Wasserbad. Die 
fiir die Ablesung des Prothrombinindex nétige Kurve mit Standard- 
Normalmenschenblut kann schwer mit Kapillarblut hergestellt werden. 
Es bleibt daher, wenn man vergleichend quantitative Angaben mit 
Kapillarblut machen will, praktisch nur iibrig, an Stelle von Kapillar- 
blut zu diesem Zweck Venenpunktionsblut zu nehmen unter Inkauf- 
nahme eines kleineren Fehlers oder man beschrankt sich darauf, den 
Prothrombinzeitwert in Sekunden anzugeben. 

Als Thrombokinase verwendet man wie bei dem Originalverfahren Aceton- 
trockenthrombokinase nach Quick-2b, die man aus Humanhirn durch Aceton- 
trocknung gewinnt und in méglichst evakuierten Ampullen von braunem Glas 
aufbewahrt. 


10 J. Jiirgens, Diss. Halle/S. 1944; Klin. Wschr. Heft 13/16, 216 [1947]. 
11 §. E. Ziffren, C. Owen, R. Hoffmannu. H. P. Smith, Amer. J. clin. 
Pathol. 10, technic. suppl. IV, 13 [1940]. 
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Die Mikromethode erlaubt Thrombokinase zu sparen. Man kann fiir eine 
3estimmungsserie 100 mg Trockenhirn mit 2,5 ccm physiolog. Kochsalzlésung 
im Wasserbad (Thermometer im Extraktionsreagensglas) bei 20 Min. bei 54° extra- 
hieren unter gelegentlichem Durchschiitteln. Die iiberstehende Fliissigkeit kann 
man als Thrombokinase zur Bestimmung verwenden. Kleinste Veriinderungen 
im Sinne einer Aktivititsverminderung kann ein Thrombokinaseextrakt schon 
bei 30 Min. langem Aufbewahren bei Zimmertemperatur zeigen'®. 

Da Quick zeigen konnte', da8 beim Hunde die im Blut normal 
vorhandene Calciummenge bei Absinken des Prothrombinspiegels unter 
Dicumarolwirkung zur Umwandlung von Prothrombin in Thrombin 
nicht mehr optimal ist, wurde das allgemeinere Problem aufgeworfen, 
ob bei Hypoprothrombinémien nicht 6éfters zusatzlich eine relative 
Hypocaledémie vorliegen kénne. Um diesem Problem naher zu kommen, 
kann man die Kapillarblutmikromethode folgendermafBen gestalten: im 
Gerinnungsréhrehen werden 0,04 ccm Thrombokinaseextrakt, der aus 
calciumfrei gemachtem Hirn herzustellen wire, zusammen mit 0,06 ccm 
dest. Wasser vorgelegt und auf 37° angewirmt. In diese Lésung wird 
Kapillarblut, das schnell ohne Vorlage von Oxalatlésung bis zur Marke 1 
aufgezogen war, hineingespritzt und die Stoppuhr gleichzeitig in Gang 
gesetzt. Dem dest. Wasser kénnen unter Umstinden jeweils verschiedene 
Dosen CaCl, zugesetzt werden. Der Eintritt der Gerinnung wird auch 
bei diesem Vorgehen wie schon beschrieben bestimmt. Man kann so 
feststellen, ob in einem Blut eine relative Hypocalcimie mit eine Rolle 
spielt. 


Zusammenfassung 


Es wird eine Modifikation der Quickschen Prothrombinzeit- 
methode geschildert, die es gestattet, mit kleinen Mengen Kapillarblut 
(0,018 cem Blut) unter Verwendung der iiblichen Leukozytenzahlpipette 
exakte Prothrombinzeitbestimmungen durchzufiihren und zugleich die 
exakte Bestimmung der Prothrombinzeit auch in Oxalat- und Citratblut 
ebensogut wie in Plasmen unter Verwendung des Originalvolumens nach 
Quick (0,3 cem) ohne Vorproben erlaubt. 


(48 R, Marx u. H. Bayerle, Arch. klin. Med., im Druck. 
13, A, Quick, Amer. J. Physiol. 148, Nr. 1 [1947]. 
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Uber ein Zweistufenverfahren zur Bestimmung von Prothrombin 
in Blut und Plasma 


Von 
Hans Bayerle und-Rudolf Marx 


Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen 
Stellvertr. Leiter: Dozent Dr. med. L. Burkhardt 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Juni 1948) 


Durch die Méglichkeit, mit Dicumarol und Heparin, Neodymsalzen 
und heparinahnlichen synthetischen Substanzen in das Blutgerinnungs- 
system in vivo einzugreifen und erfolgreich Thrombose und Embolie 
sowie nach neueren Literaturhinweisen weitere Erkrankungen (Poly- 
arthritis acuta1, Fleckfieber*?) zu bekaémpfen, durch die zunehmende 
Kenntnis iiber die Indikationen von Vitamin K und genauere Ein- 
sicht in die Bedeutung des Prothrombinfaktors fiir die Genese haémor- 
rhagischer und thrombophiler Diathesen* ist das Interesse an den 
Methoden zur genauen Bestimmung des Prothrombins stark angestiegen. 
Fiir klinische Teste kommen bisher im allgemeinen nur Ejnstufenver- 
fahren in Betracht, wie sie A. Quick’, Dam und Glavind®, Thor- 
darson®, Fiechter’, Jiirgens®, Marx und Bayerle® angegeben wur- 
den. Diese Verfahren setzen voraus, da8 das Prothrombin konstante 
Qualitaten besitzt und daB bei der Umwandlung des Prothrombins in 
Thrombin kein weiterer variabler Faktor auBer Thrombokinase und Cal- 
cium eine Rolle spielt. Da die Bestimmung des Prothrombins ohne Tren- 
nung der Phasen der Thrombinentstehung und Thrombinwirkung erfolgt, 
hat sich der Sammelname Einstufenverfahren eingefiihrt. Die Studien 
der letzten Jahre, welche der Frage der Entstehung des Thrombins 
unter physiologischen Bedingungen und dem Problem der Einheitlich- 
keit des Prothrombins galten, zeigten nun, daB die Geschwindigkeit 
der Umwandlung von Prothrombin in Thrombin durch Thrombo- 
kinase und Calcium von bisher unbekannten Faktoren des Plasmas mit- 
bestimmt wird. 

Der bisher bestuntersuchte dieser Faktoren wurde von A. Quick” 
component A“ oder ,,labile factor’ genannt, Ware und Seegers!! 
nannten ihn ,,Acceleratorglobulin‘‘, Smith” ,,convertibility factor‘. 


E. Wassén u. G. Zander, Svensk. Likartidn. 26, 1768 [1945]. 

J. Schmidt, Wien. Z. inn. Med. 1946, H. 2/3, 71. 

R. Marx, Z. arztl. Forschung 2, 413 [1948]. 

A. Quick, J. biol. Chemistry 109, 73 [1935]. 

H. Dam u. J. Glavind, Acta med. scand. 96, 108 [1938]. 
Thordarson, Nordisk Med. 86, 5 [1935]; Diss. Aarhus 1941. 

N. Fiechter, Schweiz. med. Wschr. 1, 259 [1940]. 

J. Jiirgens, Klin. Wschr. 1947, H. 13/16, 216. 

R. Marx u. H. Bayerle, diese Z., 283, 243 [1948]. 

10 A. Quick, J. amer. Med. Assoc. 134, 826 [1947]. 

uA. G. Ware u. H. W. Seegers, J. biol. Chemistry 172, Nr. 2 [1948]. 
12 H. P. Smith, Essays in Biology, California 1943, 8. 549. 
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Dieser Faktor nimmt in konservierten Plasmen relativ rasch ab. Die 
dadurch yerlangerte Prothrombinzeit!® taéuscht eine starke Abnahme 
des Prothrombins vor!*. Da durch Hinzufiigen frischen, prothrombin- 
und fibrinogenfreien Plasmas zu gealtertem Plasma wieder normale 
Prothrombinzeit des Gemisches erzielt werden kann”, ist erwiesen, daB 
die verlingerte Prothrombinzeit gealterten Plasmas vornehmlich nicht 
durch Verminderung des Prothrombins, sondern durch Verminderung » 
des Acceleratorglobulins bewirkt wird. Diese neueren Untersuchungen 
bestatigen die Richtigkeit der Ansicht von Smith, Warner und 
Brinkhous", daB die Geschwindigkeit der Thrombinbildung auch vom 
Plasma tiefgreifend beeinfluBt wird. 

Man bestimmt somit nach den erwahnten Einstufenverfahren die 
Summe der Prothrombinmenge, Prothrombineigenschaften (Parapro- 
thrombin)!? und der die Thrombinbildung beeinflussenden Plasma- 
faktoren, insbesondere des Acceleratorglobulins. 

Eine Verfeinerung der Prothrombinbestimmung, welche fiir die 
Analyse von pathologischen und physiologischen Veranderungen des 
Blutgerinnungssystems notwendig ist18, bedeutet eine von Warner, 
Brinkhous und Smith?® angegebene Methode. Nach dieser wird das 
zu untersuchende Plasma durch eine eben ausreichende Menge thrombin- 
aktiven Frischserums defibriniert und das Prothrombin nach erfolgter 
Bindung des zugesetzten Thrombins durch das normale Antithrombin des 
Plasmas mit Thrombokinase-Calcium aktiviert und als Thrombin dann 
an standardisiertem Fibrinogen ausgetestet. (Die Thrombinaktivitat, 
welche unter den Bedingungen dieses Testes in 15 Sek. Fibrinogen zur 
xerinnung bringt, wurde als eine Jowa-Einheit bezeichnet.) 

Nachdem sich der eine von uns” schon seit 1943 mit dem Zwei- 
stufenverfahren befaBt hatte, haben wir in den letzten zwei Jahren ein- 
gehende Untersuchungen iiber die Prothrombinbestimmung nach diesem 
Prinzip durchgefiihrt. 

Wir fanden, da8 durch die Defibrinierung des zu untersuchenden 
Plasmas Prothrombinverluste entstehen, und zwar sowohl durch De- 
fibrinierung mit Thrombinpraparaten als auch in noch staérkerem MaBe 


13 J. E. Rhoads u. L. M. Panzer, J. amer. med. Assoc. 112, 390 [1939]. 

14K. D. Warner, E. L. De Gowin u. W. H. Seegers, Proc. Soc. exp. 
Biol. Med. 48, 251 [1940]. 

15 A. G. Ware u. W. H. Seegers, J. biol. Chemistry 172, Nr. 2 [1948]. 

16 EK. D. Warner, K. M. Brinkhous, u. H. P. Smith, Proc. exp. Biol. 
Med. 40, 197 [1940]. 

17 W. H. Seegers, J. Physic. Colloid. Chemistry 51, Nr. 1 [1947]. 

#8 A. Quick, der sich bis vor kurzem dem Zweistufenprinzip der Pro- 
thrombinbestimmung gegeniiber ablehnend verhielt, hat in den letzten Jahren 
anerkannt, daB Einstufen- und Zweistufenverfahren der Prothrombinbestim- 
mung wertvoll fiir die Gesamtanalyse des Blutgerinnungssystems sind und sich 
gegenseitig ergiinzen sollten (Lancet 2, Nr. 21 vom 22. Nov. 1947). 

19 E. D. Warner, K. M. Brinkhous u. H. P. Smith, Amer. J. Physiol. 
114, 667 [1936]. 

20 R. Marx, Z. ges. exp. Med. 114, 18 [1944]. 
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durch 5 Min. langes Erwirmen auf 55°*. Die Menge Prothrombin, 
welche durch das bei der Gerinnung ausfallende Fibrin adsorbiert und 
damit der Prothrombinbestimmung im defibrinierten Plasma entzogen 
wird, ist zwar bei Verwendung von normalem Kaninchenplasma nicht 
groB (um 10 Prothrombineinheiten/ccm Plasma), doch kann sich diese 
der Bestimmung bei der Verwendung des Verfahrens nach Warner, 
Bringhous und Smith entgehende Menge Prothrombin unter patho- 
logischen Bedingungen je nach der Menge und der Adsorptionskraft 
des Fibrinogens im Plasma erhéhen. 

Wir fanden die Zahl der nach dem Vorgehen von Warner, 
Bringhous und Smith im Plasma gefundenen Prothrombinein- 
heiten abhangig von der Art des zur Plasmadefibrinierung verwendeten 
Thrombinpriparates. Der Prothrombingehalt der defibrinierten Plasmen 
lag immer unter dem der nicht defibrinierten Plasmen. Wir glauben 
daher annehmen zu miissen, daB die verwendeten Thrombinpraparate 
eine Prothrombin schidigende Wirkung haben. Mertz, Seegers und 
Smith zeigten bereits, daB gereinigtes Prothrombin durch Thrombin- 
praparate geschadigt bzw. teilweise zerstért werden kann. 

Um diese mit der Defibrinierung zusammenhangenden Fehlcr- 
quellen der Zweistufen-Prothrombinbestimmung méglichst zu veimei- 
den, haben ‘wir ein Verfahren entwickelt, nicht defibriniertes Blut oder 
Plasma in solchem Verdiinnungszustand und weiteren Bedingungen mit 
Thrombokinase-Calcium zu aktivieren, da8 zwar Prothrombin ganz in 
Thrombin umgewandelt wird, aber kein Ausflocken des gebildeten Fibrins 
stattfiadet. Die Grenzen der Anwendbarkeit dieses Verfahrens bei den ver- 
schiedenen Tierspezies haben wir festgestellt. Wenn der Prothrombin- 
spiegel der Plasmen nicht zu niedrig ist und das Fibrinogen nicht stark er- 
hdht, hat das Verfahren praktische und theoretische Vorteile. Um gré8ere 
Plasma- und Blutverdiinnungen zu erméglichen, haben wir kleinere 
Prothrombineinheiten gewahlt und als Miinchner Prothrombin-Einheit 
diejenige Menge Prothrombin definiert, die, voll aktiviert, eine Thrombin- 
aktivitat ergibt, welche unter den Bedingungen unseres Testes zu einer 
Gerinnungszeit eines genau auf seine Koagubilitat eingestellten und ge- 
testeten Rinder-Ammonsulfatfibrinogens von 1 Min. (+ 2 Sek.) fiihrt. 

Das Verfahren ist auch als Kapillarblut-Mikromethode verwendbar 
und zeitigt dabei konstante Ergebnisse. Wir fanden es anwendbar bei 
Kaninchenblut bei normalem Fibrinogengehalt bis zu einer Verminde- 
rung des Prothrombins um 90%, bei Kaninchenplasma bis etwa 80%, 
bei Menschenblut bis zu einer Verminderung um 50— 60%, bei Menschen- 
plasma bis zu 70 und bei Meerschweinchenblut bis zu 70% (gegentiber 
der Norm). Das Verfahren nach Warner, Brinkhous und Smith 
hat ja ebenfalls den Nachteil bei starker Verminderung des Prothrombins 
durch die dann bcim Testen ungeniigende Verdiinnung des Plasma- 
antithrombins weniger exakt zu sein. 


* Alle Temperaturangaben in Celsius-Graden, 
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Der Vorteil unseres Verfahrens ist insbesondere, daB es technisch 
etwas einfacher ist, den Defibrinierungsfehler ver1meidet und Parallel- 
bestimmungen von Kapillarblut und Venenblut erlaubt; es erscheint 
insbesondere dazu geeignet, in kombinierter Verwendung mit der Pro- 
thrombinzeit-Methode von Quick2? und Thordarson”3 und eventuell 
neben der Originalmethode von Warner, Brinkhous und Smith ” 
zur Verfeinerung der Analyseméglichkeiten in Spezialfragen beizutragen. 
Besonders bewahrt hat es sich fiir Kaninchenblut, welches viel Pro- 
thrombin enthalt. 

Die Hauptschwierigkeit jedes Zweistufenverfahrens zur quantita- 
tiven Prothrombintestung ist die standige Bereithaltung eines gerin- - 
nungskonstanten Fibrinogens. Uber die Konservierbarkeit des Fibri- 
nogens fiir diese Testzwecke haben wir weitere Erfahrungen in den 
Grenzen unserer derzeitigen technischen Méglichkeiten gesammelt. Die 
Brauchbarkeit der fiir den Prothrombintest aus Rinderfibrinogen her- 
gestellten Fibrinogenpraparate schwankte zwischen 1—11 Tagen. Zwi- 
schen 10° und 23° fanden wir keine nennenswerte Bedeutung der Tempe- 
ratur, in der das Fibrinogen prapariert wurde, fiir die Haltbarkeit des 
Fibrinogens. Auch fanden wir keine lingere Konservierbarkeit des 
Fibrinogens durch adsorptive Entfernung der Plasmaproteinase. Aus 
auBeren Griinden konnten wir nicht priifen, ob ein nach Ferguson” 
hergestelltes Trockenfibrinogen als Substrat geniigend konstant ist. 
Durch Harnstoffzusatz konnten wir keine gréBere Haltbarkeit von 
Fibrinogenpraparaten bei 4° erreichen. Da uns keine Kalteanlage mit 
— 30° zur Verfiigung stand, bei welcher Temperatur Fibrinogen bei 
konstanter Reaktivitat gegeniiber Thrombin iiber 6 Monate konservier- 
bar sein soll®, stellten wir vor jeder Prothrombinbestimmurg das Sub- 
strat Fibrinogen an einer StandardthrombinléBung (hergestellt aus 
Trockenthrombin nach Mellanby, Howell und Bleibtreu ®* ein, 
d. h. wir bestimmten unter genormten Bedingungen diejenige Ver- 
diinnung der Fibrinogenlésung, die mit der festgelegten Menge Standard- 
thrombin eine festgelegte Gerinnungsz°it ergab. Monatelang verwendeten 
wir zur Kontrolle neben dem acetongetrockneten Standardthrombin auch 
durchaktivierte Plasmen von normalen Kaninchen als Standardthrom- 
binlésungen. Dabei ergab sich aus dem Vergleich mit dem Ergebnissen 
mit dem haltbaren Trockenthrombinpraparat eine erstaunliche Kon- 
stanz des Prothrombingehaltes normaler Kaninchenplasmen. Wir 
fanden, daB Reaktivitaétsverinderungen von Fibrinogenlésungen durch 
schwachere Thrombinlésungen friiher aufgedeckt werden kénnen, als 


22 A. Quick, Amer. J. clin. Pathol. 15, Nr. 12 [1945]. 

23 OQ. Thordarson, Diss. Aarhus, 1941. 

*4 J. H. Ferguson, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 40, 425 [1939]. 

25 A. G. Ware, M. M. Guest u. W. H. Seegers, Arch. Biochemistry 13, 
Nr. 2 [1947]. 

*6 Vgl. E. Wohlisch in Bamann-Myrbaick, Methoden der Ferment- 
forschung Bd. 3. 
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dureh aktivere. So beobachteten wir mehrfach, daB ein Fibrinogen- 
praparat nach unserm Testverfahren schon erhebliche Alterationen auf- 
zeigte, wahrend es in Jowa-Einheiten getestet, noch gerinnungskonstant 
war (1 Jowa-Prothrombin-Einheit entspricht etwa 15 unserer Einheiten). 

Wir versuchten durch Trocknung mit Aceton auf dem gefallten 
Zustand haltbares, gerinnungskonstantes Fibrinogen.zu gewinnen. In 
manchen Fallen erwies sich auch ein Bruchteil des Fibrinogens nach An- 
riihren mit physiologischer Kochsalzlésung als durch Thrombin gerinn- 
bar. Doch gelang es uns bisher nicht, auf dieser Basis mit Sicherheit ge- 
eignete Substrate fiir die Zweistufen-Prothrombinmethode zu gewinnen. 

Auch die Art der verwendeten Thrombokinase beeinfluBt die Er- 
gebnisse an Prothrombineinheiten/ccm Plasma. Stets verwendeten wir 
daher ein und dieselbe Menschenhirn-Thrombokinase (Acetonpraparat 
nach Quick), die mit unverdiinnten Oxalatmenschenplasmen eine Pro- 
thrombinzeit von 11 bis 14 Sek. ergab. 

Im einzelnen gehen wir bei der Prothrombinbestimmung folgender- 
maBen vor: 

In einer Blutzuckerpipette (0,1 cem) werden 0,02 cem einer 1,34- 
proz. Natriumoxalatlésung vorgelegt und aus einer gut blutenden Haut- 
stichwunde (wenn man Kapillarblut zu untersuchen wiinscht) Blut bis 
zur Marke 100 aufgesogen und sofort in ein in Eiswasser bei etwa 4° 
stehendes Reagensglas gespritzt. Die Bestimmung der Prothrombin- 
einheiten soll sogleich im Anschlu8 daran erfolgen, wenn es sich um 
Kapillarblut handelt. Je nach Tierart wird zunachst eine geschatzte 
Verdiinnung eines Teiles des Oxalatblutes gemacht und von da aus je 
nach Ausfall der ersten Proben stirker verdiinnt. Jede Gerinnungs- 
bestimmung wird in kleinen Reagensglisern von 1cem Durchmesser 
und 10cm Linge im Gesamtvolumen von 0,5ccm durchgefihrt, und 
zwar im Thermostaten bei 37°. Die verwendeten Lésungen miissen die 
Temperatur 37° haben. Durch leichtes Schiitteln der Gerinnungs- 
mischung und Beobachtung gegen das Licht einer iiber den Thermostaten 
gebeugten Lampe hin wird der Beginn des Eintritts der Gerinnung im 
Reaktionsgemisch am Auftreten feiner Flocken erkannt. Fir jeden 
Einzelgerinnungstest werden je 3 kleine Reagensglascr im Thermostaten 
folgendermaBen beschickt: Glas 1: je 0,5ccm der betreffenden (noch 
ohne Fibrinausflockung méglichen) Blutverdiinnung und 0,5 ccm Vero- 
nalpufferlésung, Glas 2: 0,1 ccm einer vorher auf Gerinnungskonstanz 
gepriiften und eingestellten Fibrinogenlésung, Glas 3:0,5 cem Thrombo- 
kinaselésung (200mg Humanhirn-Thrombokinase werden mit 5 ccm 
physiologischer Kochsalzlésung 20’ bei 50° extrahiert und nach Ab- 
sitzen der Partikel dekantiert) und 0,5 ccm CaCl,-Lésung nach Quick 
(0,548-proz. Lésung). Die Lésungen werden je 3’ im Thermostaten vor- 
gewarmt, sodann der Inhalt der Glaschen 1 und 3 zusammengeschiittet 
und der Zeitpunkt der Mischung, der dem Beginn der Prothrombinakti- 
vierungszeit entspricht, mit der Stoppuhr festgelegt. Nach je einer Akti- 
vierungszeit von 3, 4, 5 oder evti. mehr Min. entnimmt man der Akti- 
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vierungsmischung je 0,4ccm und gibt sie zu der vorgewarmten 0,1 ccm 
Fibrinogenlésung. Den Zeitpunkt dieses Zusammengebens legt man 
wiederum mit der Stoppuhr fest. Die Gerinnungszeiten werden notiert. 
Das Oxalatblut oder -plasma muB8 derart verdtinnt werden, daB als Akti- 
vierungsbestzeit eines Aktivierungsansatzes 1’ (+ 2’’) Gerinnungszeit 
resultiert. Das Plasma und Blut wird jeweils mit dest. Wasser verdiinnt. 


Veronalpuffer: 20,6 g Natriumdiithylbarbitursiure werden in 1000 ccm 
CO,-freiem Wasser aufgelést. 570 ccm dieser Lésung werden mit n/10-HCl auf 
1 1 aufgefillt. Diese Lésung wird 1 : 1 mit 0,45-proz. NaCl-Lésung versetzt und 
die resultierende Mischung als Pufferlésung (pq 7,4) verwendet. 

Thrombinlésung: 20 mg einmal gefialltes Thrombin nach Mellanby, Ho- 
well u. Bleibtreu werden mit 1 ccm physiologischer Kochsalzlésung angeteigt 
(1 Min.) und sofort zentrifugiert. Mit Nutzen kann man natiirlich dazu ein ge- © 
reinigteres Priparat, das véllig wasserléslich ist (2. Faillung nach Mellanby, 
Howell u. Bleibtreu**) verwenden. Von der Art und der Qualitit des zur Throm- 
bineinstellung verwendeten Standardthrombins ist die Einstellung des Fibrino- 
gens abhingig, von dieser wiederum die pro Tierart vergleichenderweise gefun- 
denen Prothrombineinheiten pro ccm Blut. Man muB daher stets fiir eine gréBere 
Versuchsserie eine geniigende Menge Standardthrombin bereitstellen und die 
einmal gewihlten Bedingungen strikt innchalten. 

Bei Verwendung von Kaninchenoxalatblut (Kapillarblut) mu8te nach 
unsern Bedingungen das Blut etwa 180- bis 250-ma] verdiinnt werden, um die fest- 
gelegte Gerinnungszeit von 1’ zu erreichen, Menschenkapillarblut muBte dazu 
55- bis 80-mal (bei normalen Individuen) verdiinnt werden. Um die Werte fiir 
Vollblut zu erhalten, muB man 20% dazurechnen. Hat man Oxalatvenenblut 
angewandt, mu8 man 10% dazurechnen, um die Einheiten pro ccm Nativblut 
zu erhalten. Verwendet man Oxalatplasma nach Quick und will die Einheiten 
pro ccm Nativblut errechnen, so mu8 man den Haimatokritwert daneben be- 
stimmen und danach die Rechnung vornehmen. 

Besonders beriicksichtigt werden muB, daB die Fibrinogenlésung alle 3 Stdn. 
bei fortlaufender Testung neu mit Standardthrombin eingestellt werden muB. 
Die Thrombokinase soll fiir ganz exakte Versuche nach 1/, Stde. erneuert werden. 
Die Blutproben sollen méglichst sofort nach der Entnahme bestimmt werden. 
Da mit der Labilitit der verschiedenen Faktoren gerechnet werden muB, ist eine 
gewisse Ubung und Einarbeitung mit der Zweistufenmethode zur Prothrombin- 
bestimmung unerlaflich. DaB aber dann sehr gut iibereinstimmende, vergleichend 
quantitative Ergebnisse erzielt werden kénnen, haben wir uns in zweijihrigen 
Versuchen iiberzeugt. 

Nochmals sei angegeben, da8 wir diejenige Thrombinaktivitat als Miinche- 
ner Thrombin- bzw. Prothrombineinheit bezeichnen, die unter den geschilderten 
Modalititen (Glaser, Temperatur, Volumen, Ableseverfahren) mit der einge- 
stellten Rinderfibrinogenlésung eine Gerinnungszeit von 60” ergibt. 


Beschreibung der Versuche 


Vers. I: Zur Frage der Prothrombinadsorption an Fibrin, das 
aus Plasma durch Zugabe von Thrombinlésung ausfillt. 

a) Normales Kaninchenoxalatplasma nach Quick wurde mit 0,3 cem/ecm 
Plasma-Thrombinlésung, nach Mellanby-Bleibtreu hergestellt aus Standard- 
Acetontrockenthrombin durch Extraktion (20 mg mit 1 ccm physicl. Kochsalz- 
lésung 20’ bei 37°), defibriniert. Die Flocke wurde mit dest. Wasser gewaschen 
und zwischen zwei Filtrierpapierblittern abgepreBt. 65 mg Fibrinflocke (feucht) 
mit Thrombokinase und Calciumlésung 20’ bei 37° aktiviert und hierauf je 1 ccm 
prothrombinfreie Fibrinogenlésung zugesetzt. Gerinnungszeit dieser Mischung 
68’’; 2. Ansatz ebenso in 1 ccm dest. Wasser 20’ bei 37° belassen und sodann 
1 cem prothrombinfreie Fibrinogenlésung zugesetzt; Gerinnungszeit 15’. 
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b) Normales Kaninchenplasma (Oxalatplasma nach Quick*’ wurde nach a) 
defibriniert und die Flocke gewaschen und abgepreBt. Die Flocke aus 3 ccm 
Plasma, feucht 40 mg, wurde mit 0,5 ccm Thrombokinaselésung und 0,5 ccm 
Calciumlésung nach Quick 20 Min. bei 37° aktiviert und der Thrombingehalt der 
Lésung auf vorher eingestelltes Fibrinogen ausgetestet. 

In 1 ccm des aktivierten Extraktes wurden 13 M.-Einheiten Thrombin ge- 
funden; ihr gréBerer Teil riihrt von absorbiertem Prothrombin her. Der Extrakt 
von 40 mg Feuchtfibrin aus 3 ccm Kaninchenplasma in 1 ccm physiol. Kochsalz- 
lésung (20’ bei 37°) ergab 2 Einheiten Thrombin. Durch Kontrollversuche wurde 
gesichert, daB das verwendete Fibrinogen sicher prothrombinfrei war. 

Die Versuche a) und b) zeigen, da8 durch Defibrinierung von Oxalatplasmen 
durch zugesetzte Thrombinlésungen eine kleine Menge Prothrombin an das aus- 
fallende Fibrin gebunden wird und somit der Bestimmung nach Smith, Warner 
und Brinkhous entgehen muB. 


Vers. II: Uber die Abnahme von Prothrombineinheiten in Ka- 
ninchenoxalatplasma beim Aufbewahren bei 37°. 

In frischem Kaninchenoxalatblut nach Quick wurden die Prothrombin- 
einheiten in eingestelltem Fibrinogen ausgetestet. Es ergaben sich 250 Ein- 
heiten pro ccm. 33’ bei 37° aufbewahrt, hatte dasselbe Oxalatblut noch 230 Ein- 
heiten pro ccm. 

Da etwa 30’ vergehen, bis die zur sicheren Defibrinierung von Oxalatplasma 
verwendete Thrombinmenge durch das Plasma in Metathrombin verwandelt 
worden ist, ist auch in dieser Zeit der Bindung des dem Plasma zur Defibrinierung 
_ gugesetzten Thrombins mit einem gewissen Prothrombinverlust zu rechnen. 


Tab. 1. EinfluB der Art des verwendeten Thrombins auf die gefundenen Pro- 
thrombin-Einheiten/ecm Kaninchenoxalatplasma 




















Gefundene ic 
¥ iibanee Aktiv ierungs- 
Thrombinpraparat , zeit 
Prothrombin- | . : 
sien in Minuten 
1. Nicht defibriniertes Plasma (Verfahren B-M) ... . 410 4 
2. Extrakt aus Howell-Mellanby-Bleibtreu-Thrombin . 120 5 
3. Wasserlésliches Thrombin nach Howell-Mellanby- 
RINE aE Mott Ms tas pi aie whan e: 6, oo “S) 160 4 
4, Frischserum nach Originalvorschrift-Warner-Brink- 
DI TE Ac ee ae as wiiteae sie 6 ss 824, = 110 4 
5. Thrombin aus Rinderglobulin hergestellt. ...... 190 5 

















Ad 2) 

Der Extrakt aus einmal mit Aceton gefilltem und getrocknetem Thrombin 
nach dem Kombinationsverfahren nack Howell, Mellanby und Bleibtreu*® 
wurde so hergestellt, daB 20 mg des Priparates mit 1 ccm physiol. Kochsalz- 
lésung 20’ bei 37° extrahiert wurden. 0,4 ccm der Lésung wurden zur sicheren 
Defibrinierung von 1 ccm Kaninchenoxalatplasma bendtigt. 30’ nach Zugabe 
war das defibrinierte Kaninchenplasma wieder frei von Thrombinaktivitat. 


27 A, Quick, J. biol. Chemistry 109, 73 [1935]. 
*% Mellanby-Bleibtreu, vgl. Bamann-Myrbick, Methoden der Fer- 
mentforschung, Bd. 3. 

















Bd, 283 (1948) PRestimmung von Prothrombin 255 


Ad 3) 

Von dem zweimal mit Aceton gefillten ganz léslichen Thrombin nach 
Howell, Mellanby und Bleibtreu aus Rinderplasma wurden 10 mg in physiol. 
Kochsalzlésung gelést. 0,2 cem davon defibrinierten 1 ccm Kaninchenoxalat- 
plasma véllig. Nach 30’ war dieses defibrinierte Plasma wieder ohne Thrombin- 
wirksamkeit. 


Ad 4) 

Nach Warner, Brinkhous und Smith!® wurden 3 Teile Kaninchenoxalat- 
plasma mit 6 TIn. physiol. NaCl, 3 Tln. Calciumlésung, 3 TIn. Thrombokinase- 
lésung gemischt und hach der Gerinnung der Mischung die Fibrinflocke entfernt. 
Die entstandene Thrombinlésung wurde im Verhiltnis 1:1 mit Kaninchen- 
oxalatplasma versetzt. Das defibrinierte Plasma war nach 15’ thrombinfrei. 


Ad 5) 

Rinderoxalatplasma wurde im Verhiltnis 1: 20 mit dest. Wasser verdiinnt 
und Kohlensiure eingeleitet. Der Globulinniederschlag, welcher das Prothrombin 
enthielt, wurde abzentrifugiert, im Originalvolumen unter Adjustierung des py 
auf 7 in physiol. Kochsalzlésung gelést. Auf 1 ccm der Lésung wurde 0,1 ccm 
Thrombokinase und 0,1 ccm Calciumlésung zugesetzt und die dann geronnene 
Lésung von Fibrin befreit als Thrombinlésung verwendet. 

Aus Tab. 1 geht hervor, daB mit den verschiedenen Thrombinpriparaten 
verschiedene Mengen Prothrombin im defibrinierten Plasma gefunden wurden. 
Wiederholung der Versuche fiihrte zu stets prinzipiell im Mengenverhiltnis 
iibereinstimmenden Ergebnissen. Bemerkenswert ist jedenfalls der erhebliche 
Unterschied zwischen den defibrinierten Plasmen und dem durch Hochverdiin- 
nung nicht mehr auskoaguliertem Plasma. Die Vermutung, daB die héhere An- 
zahl von Prothrombineinheiten im Plasma vielleicht in einem Zusammenhang 
mit dem nicht ausgefallenen Fibrin (P ofibrin) stehen kénnte, wurde durch 
Kontrollversuche ausgeschlossen. Es wurde Bordet-Fibrinogen*® auf diejenige 
Konzentration eingestellt, welche dem Fibrinogen im 1: 400 verdiinnten Ka- 
ninchenplasma zukommt (0,5 mg%) und davon 0,1 ccm mit je 0,1 ccm Veronal- 
puffer und 0,1 ccm dest. Wasser mit 0,1 ccm Standardthrombinextrakt versetzt. 
[Dieser Standardthrombinextrakt war zunichst an gewdhnlichem Standard- 
Testfibrinogen so eingestellt worden, da8 er unter den Bedingungen des Testes 
1 M.-Prothrombineinheit enthielt (60’’ + 2’).] Nach 5’ wurde noch 0,1 ccm 
gewohnliches eingestelltes Fibrinogen zugefiigt. Nath den 5’ Aktivierungszeit 
war keine Spur von Fibrinausflockung zu sehen, nach Zugabe des Testfibrinogens 
trat nach 58” Gerinnung ein. Bei einem parallel mit Menschenblut angesetzten 
Versuch war das Ergebnis prinzipiell dasselbe. Die héhere Anzahl an Prothrom- 
bineinheiten im hochverdiinnten nicht auskoagulierten Serum kann nicht auf 
das nicht ausgefallene hochverdiinnte Fibrinogen zuriickgefiihrt werden, sondern 
muB8B wohl durch Verminderung des Prothrombins durch das zugesetzte Thrombin 
bedingt sein. Mertz, Seegers und Smith*! fanden, daB gewisse Thrombin- 
praparate gereinigtes Prothrombin inaktivieren. Zur Uberpriifung derselben 
Wirkung von Thrombinpriparaten in quantitativer Hinsicht beziiglich des Pro- 
thrombins im Plasma gibt erst unser Verfahren die Moglichkeit. AuBerdem 
fand Seegers®, daB leicht durch Fibrinolysin (Plasmaproteinase) geschidigtes 
Prothrombin eine langsamere Aktivierungszeit hat als natives Prothrombin und 
nennt solchergestalt leicht im Proteinmolekiil geschidigtes Prothrombin ,,Para- 
prothrombin“, das sich durch geringere Reaktivitat auf Thrombokinase-Calcium 
auszeichnet. Da simtliche zur Defibrinierung verwendeten Tirombinpriparate 
etwas Plasmaproteinase mitenthielten, ist nicht sicher auszuschlieBen, daB der 
Effekt etwas langerer Aktivierungszeit (2 und 5) durch Paraprothrombinbildung 
hervorgerufen wird. 


29 C. Bordet, C.R. Séarces, Soc. Biol., Filiales Associées, 83, 576 [1920]. 
30 W. H. Seegers, J. Physic. Colloid. Chemistry 51, Nr. 1 [1947]. 
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Tab. 2. Haltbarkeit von Rinderfibrinogen, hergestellt durch Ammonsulfatfallung 
nach Thordarson, als Substrat fiir den Zweistufen-Prothrombinzeittest bei 


Aufbewahrung bei 4° 

















Fibrinogenpraparat vom Haltbarkeit in Tagen 

25. 5.46 4 
3. 10. 46 5 
10. 10. 46 5 
25. 10, 46 4 
8. 11. 46 11 
23. 11. 46 5 
20. 12. 46 nach 2 Stdn. bereits zu schlecht 
3. 1.47 10 
17. 1.47 nach 4 Stdn. bereits zu schlecht 
23. 1.47 8 
30. 1.47 5 
1. 2.47 10 
6. 2.47 5 
7. 2.47 5 
4. 3.47 “4 
2. 6.47 5 
16. 6.47 3 
2.11. 47 4 Priiparate nach 3 Stdn. bereits zu schlecht 
9. 1.48 2 
26. 1.48 3 
10. 2.48 3 
19. 3.48 10 
30. 2.48 7 
22. 4.48 9 

* 27. 4.48 6 








Tab. 3. Die Bedeutung der verwendeten Thrombinmenge fiir die Aufdeckung 
von Veranderungen in Testfibrinogenlésungen 





Verwandtes Gerinnungssubstrat 








Gerinnungszeit in Sek. mit 
mg Standardthrombin 




















(je 1 ccm) 0,3 3,0 
plaice ___| je in 1 ccm | physiol. NaCl 
Rinderammonsulfatfibrinogen am 1. Konservierungstag 
11) eres thy, ESA as Par rey eee eines ee a 60 15 
Rinderammonsulfatfibrinogen am 2. Konservierungstag 
(teilweise ausgeflockt).......-.-2-.--008- 1200 16 
Rinderoxalatplasma am 1. Konservierungstag (4°). . . . 30 -~ 
Rinderoxalat am 2. Konservierungstag ......... | 31 oo 











Tab. 3 zeigt, daB mit der kleineren Thrombinmenge die Veranderung des 
im Eisschrank stehenden Fibrinogens friiher zum Ausdruck kommt als mit der 
gréBeren Menge. Aus der Gerinnungszeit des parallel getesteten Oxalatplasmas 


sieht man zugleich, da& die verwendete Thrombinaktivitit dieselbe war. 
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Tab. 4. Prothrombinhaltbarkeit von Kaninchenvenenoxalatblut und -plasma 
bestimmt nach der Zweistufenmethode (Ba.-Ma.) 





Haltbarkeit des Prothrombins 


Zeit der Aufbewahrung bei 4° 2 Pe SE 
; in Prothrombin-Einheiten 


in Stdn. E hee 
A) in Oxalatblut | B) in Oxalatplasma 











0 250 410 
My 250 410 
:F 250 410 
3 230 410 
84 230 400 
24 220 380 
Zeit der Aufbewahrung bei 18° 
0 250 440 
Y, 240 450 
2 240 450 
2,5 240 450 














Wie man aus Tab. 4 ersieht, ist Kaninchenvenenpunktionsblut, gemessen 
nach der beschriebenen Zweistufenmethode, relativ gut haltbar. 


Tab. 5. Mindestverdiinnungen, von denen ab das beschriebene Zweistufenver- 
fahren zur Prothrombinbestimmung brauchbar ist 





| : brauchbar ab Verdiinnung 
| A) Oxalat blut von Species 





Mensch 25 35 
Kaninchen 25 65 
Meerschweinchen 15 15 
Rind 45 45 











B) Oxalat plasma von Species 

















Mensch 45 65 
Kaninchen 50 100 
Meerschweinchen 25 30 
Rind 90 90 





Zusammenfassung 


Es wird ein auch als Kapillarblutmethode verwendbares Zwei- 
stufenverfahren zur vergleichend-quantitativen Bestimmung von Pro- 
thrombin in Einheiten in Blut und Plasma beschrieben und sein Brauch- 
barkeitsbereich abgesteckt. 

Das Verfahren ist innerhalb seiner Grenzen zur genaueren ErfaBbar- 
machung von physio-pathologischen Alterationen des Prothrombins bei- 
zutragen geeignet. Es laBt die bei der Defibrinierung des zu untersuchen- 
den Plasmas entstehenden Prothrombinverluste vermeiden und erlaubt 
ohne gleichzeitige Himatokritbestimmung die Prothrombineinheiten pro 
cem Nativblut zu bestimmen. 

Wir danken Fr]. Charlotte Gieh ler fiir ihre wertvolle experimentelle 
Mitarbe't. 
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Zur Methodik der Bilirubinbestimmung im Harn 


1. Mitteilung 


Der EinfluB des Verhiltnisses Harnmenge : Adsorbens auf das 
Ergebnis der Methode von Jendrassik und Grof 
Von 
M. Halasz und T. Engl 
Aus der Medizinischen Universitatsklinik, Pées (Ungarn). Vorstand: Prof. J. v. A ngyan 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. August 1948) 


Seitdem von Stadelmann (1883) ein gewichtsanalytisches, von Jolles 
(1893) ein titrimetrisches und von Bouma (1904) ein colorimetrisches Verfahren 
zur Bestimmung des Harnbilirubins beschrieben worden sind, wurde eine be- 
triichtliche Anzahl von Methoden mitgeteilt, welche das Bilirubin zum gr6éBten 
Teil nach einer Bariumchlorid- oder Calciumchlorid-Fillung oder nach einer 
Adsorption an Calciumphosphat als Biliverdin (Adler-Meyer 1923, Sabatini 
1923, Sribhishaj-Hawkins-Whipple 1931), oder als Azobilirubin (Hoesch 
1923, Terwen 1928, Greco 1931, Laemmer-Beck 1933, Godfried 1934) 
colorimetrisch zu messen bestrebt waren, oder aber die Eigenfarbe des den voran- 
gehenden ahnlicherweise isolierten (Schilling 1923) oder mit Chloroform ex- 
trahierten (Kerppola 1931) Bilirubins gemessen haben. Diese Methoden eignen 
sich z. Tl. nur zur Bestimmung des Bilirubins selbst, z. Tl. erfassen sie auch das 
evtl. vorhandene Biliverdin. Die Bestimmung des Gesamtgallenfarbstoffs im 
Harn wurde’von Franke (1931) spektrophotometrisch vorgenommen. 

Jendrassik und Grof?! haben zur Bestimmung des Harnbilirubins 
1938 ein verhaltnismaBig einfaches, zu klinischen Reihenuntersuchungen 
verwendbares Verfahren mitgeteilt. Unsere Erfahrungen bei mehr als 
200 Bestimmungen haben gezeigt, daf das Mengenverhialtnis des Harns 
zum adsorbierenden Niederschlag das Resultat oft betrachtlich beein- 
fluBt. Zum Verstaéndnis des Nachstehenden sei der Gang der Methode 
kurz wiedergegeben : 

In bei 10ccm markierte Zentrifugenréhren werden 2cem Harn, 1,5 ccm 
11-proz. Na,HPO, und 0,5 cem 20-proz. (krist.) CaCl,-Lésung gegebea. Nach 
10 Min. wird zentrifugiert und der Niederschlag mit 0,2-proz. CaCl,-Lésung in 
der Zentrifuge zweimal gewaschen, mit 6 cem Alkohol und 1 cem Diazomischung 
aufgeriihrt und zur Beendigung der Farbentwicklung 15 Min. stehen gelassen. 
Nach Zusatz von 2 cem konz. HClund Alkohol bis zum Gesamtvolumen von 10 ccm 
im Pulfrich-Photometer mit Filter 8 57 abgelesen. Stark saure Harne miissen neu- 
tralisiert werden. Bei hoher Bilirubinkonzentration soll man 1], bei niedriger 5 ccm 
Harn nehmen. Der Niederschlag muB schon bei seiner Entstehung griindlich auf- 
geriihrt werden, sonst kénnen bedeutend niedrigere Werte erhalten werden. 

Nach With? ist die Methode nur dann ohne weiteres verwendbar, 
wenn beim Diazotieren eine reine rote, bei der Sauerung eine schéne 
blaue Farbe entsteht ; in Anwesenheit stérender roter oder gelber Farb-, 
stoffe (Bilirubin-Abbauprodukte, Urobilin) schlagt With Chloroform- 
ixtraktion des sauren Azobilirubins vor. Mit Hilfe der Extraktion ist 
aber nur eine Schatzung méglich, da bei einmaliger Extraktion nur etwz 
24, des Farbstoffes extrahierbar sind. 

3 


1L, Jendrassik u. P. Gréf, Biochem. Z. 296, 71 [1938]. 
2 T. K. With, diese Z. 275, 166 [1942]. 
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Die vorliegende Arbeit will zeigen, wie das Endergebnis durch das 
Mengenverhaltnis Adsorptiv : Adsorbens beeinfluBt wird. Die Menge des 
Adsorbens wurde konstant gehalten; der Faktor (bei 2 ccm Harn: 3,46) 
iindert sich entspr. der verarbeiteten Harnmenge. In Tab. 1 sind einige 
Beispiele angefiihrt. Die Abweichungen der Parallelbestimmungen mit 
derselben Harnmenge sind eingeklammert, sie driicken die Differenz in 
°/, des arithm. Mittels aus. Die letzte Spalte gibt, ebenso berechnet, die 
Abweichungen der extremen Werte. Man sieht, da der héchste Wert 
einmal bei kleinerer, ein anderes Mal bei gréBerer Harnmenge zu er- 
halten ist. 














Tab. 1 
Krgebnis der Bestimmung in mg®, bei Verwendung von | Abweichung 
Nr. 1 | 5 ] 3 l 1 der extremen 
Werte in °, 
| cem Hara 
a: 0,95 (1,5 09d (0,0) 0,60 (0.0 0,49 (2,8) 64,0 
2 0,87 (2,4 1,03 (0,3 1,16 (0,2 1,22 (1,4) 33,7 
3. 1,19: (2,3) 0,83 (1,3 35.6 
A. 2,10 (0,7) 1,47 (3,1 : 35,4 
5. 2.30 (3,6) 1,65 (1,7 33,0 
| 6. 4.40 (3,9 4,49 (2,0 3,25 (0,5 2,01 (4,8 76,3 
4 1.13 (3,5) 6,52 (3,4) 44,9 
8. 12,89 (1,2) 11,28 (1,9) 13,3 
| 9. 15;24 (2.7) 13,14 (2,9) 14.8 























Tab. 2 zeigt die Ergebnisse derjenigen Falle, in welchen die Ab- 
weichung der extremen Werte — bei befriedigend iibereinstimmenden 
Parallelen — mehr als 10°% betraigt. Nicht beriicksichtigt sind hierbei 
Harne mit einem Bilirubingehalt unterhalb von 0,1 mg®/, sowie ange- 
siuerte, stark alkalisierte oder mit Natriumglykocholat versetzte Harne, 
dagegen wurden Harne nach i. v. Decholin-, Glucose-, Novalgin- oder 
Natriumbenzoatzufuhr oder peroralen Wassergaben beriicksichtigt. Die 
Verhaltniszahlen zeigen, wieviel Maximalwerte aus simtlichen Analysen 
in die einzelnen Gruppen fallen. Bei einer Bilirubinkonzentration unter 
4 mg% (1. und 2. Zeile) kann die haufigste Stelle des Maximums nicht 
festgestellt werden; zwischen 4 unf 9 mg®, sind die Héchstwerte mit 
gréBerer Wahrscheinlichkeit bei Verwendung von 2 ccm Harn zur Be- 
stimmung, zwischen 9 und 16 mg% bei Verwendung von 1 cem zu 
erwarten. 

Tab. 3 





Maximaler Zahl der Maxima bei Verwendung von | Zahl der 
Bilirubinwert 1 ] 2 l 3 | rl untersuch- 
in mg% ten Harne 








cem Harn zur Bestimmung 














| 0,10-— 1,00 3: 5 9: 13 0:3 1:13 
1,01— 4,00 3: 5 17: 32 0:6 6:16 32 
4,01— 9,00 1:16 14:17 1:5 1: 5 17 
9,01—16,00 6: 6 0: 6 0:1 GO: 1 6 
| 68 
17" 
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’ Obigen Fallen sind jene gegeniiberzustellen, in welchen das Resultat 
durch die zur Bestimmung verwendete Harnmenge nur in geringem 
MaBe beeinfluBt worden ist (Abweichung der extremen Werte weniger 
als 10%, s. Tab. 3). Die Abweichungen der Parallelbestimmungen liegen 
im allgemeinen in derselben GréBenordnung wie in Tab. 1. Dieser Gruppe 
gehort etwas mehr als die Halfte samtlicher untersuchter Harne an. 














Tab. 3 
afancmnley | Zahl der Bestimmungen mit CATT 
Bilirubinwert 1 | » | 2 l 1 untersuch- 
in mg% ten Harne 
eem Harn 
0,10— 4,00 7 15 1 ese | & 
1,01— 4,00 24 27 1 1 27 
4,01— 9,00 41 1 5 41 
9,01—16,00 11 2 1 11 
16,01 —29,00 2 2 0 J. : 
“96 




















Vergleicht man die Tab. 2 und 3, so zeigt es sich, daB innerhalb von 
10°/, iibereinstimmende bei héheren Bilirubinkonzentrationen haufiger 
sind, wenigstens in Bestimmungen mit 1 und 2 ccm. Es ist beachtens- 
wert, daB selbst bei ungew6hnlich hoher (25 und 28 mg®,,) Bilirubin- 
konzentration mit 1 und 2 ecem Harn und mit der iiblichen Adsorbens- 
menge gut tibereinstimmende Resultate zu erhalten sind. 

Die. im Laufe des Verfahrens méglichen Bilirubinverluste kénnen 
drei Ursachen haben: 1. unvollstaéndige Adsorption, 2. Auflésung von 
Bilirubin beim Waschen des Niederschlages, 3. unvollstindige Eluierung 
des Bilirubins im Laufe der Diazotierung. Die Adsorptionsgr6Be wird - 
bei konstanter Temperatur und Adsorbensmenge — in unserem Falle 
auBer von der Konzentration und Menge des Adsorptivs offenbar von 
der Qualitat des Lésungsmittels (andere geliéste Stoffe) bedingt. Abge- 
sehen von den beiden letzteren Méglichkeiten laBt sich aus den Ergeb- 
nissen schlieBen, daB maximale Adsorption innerhalb der untersuchten 
Grenzen bei Verwendung verschiedener Harnmengen eintreten kann. 
Diese Erscheinung ist vielleicht analog den bei anderen Systemen beob- 
achteten, welche als Maximumkurven graphisch dargestellt worden 
sind’. Versucht man das nicht adsorbierte Bilirubin durch wiederholte 
Adsorption quantitativ zu erfassen, so erhalt man zu niedrige Werte, 
was durch mangelhafte Adserption bei verainderten Konzentrations- 
verhaltnissen und durch Verluste beim Waschen bedingt sein kann. 
DaB beide Ursachen in Frage kommen, beweist der positive Ausfall der 
Roaktion mit Fouchetschem Reagens* in der vom Phosphat-Nieder- 
schlag abgegossenen Fliissigkeit nach Adsorption an Talkum ebenso 

3 A. v. Buzagh, Kolloidik. Th. Steinkopf, Dresden u. Leipzig 1936, 
S. 198—201. 
4H. N. Naumann. Biochem. J. 30, 762 [i19361. 
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wie in den Waschfliissigkeiten, in welchen sie bei Harnen von gréBerem 
Bilirubingehalt stark positiv, bei geringerem (0,2—0.3 mg®,) schwach 
positiv oder negativ war. Es ist nicht méglich, die Adsorption bei der 
quantitativen Bestimmung zu umgehen, solange die Farbreaktionen, 
welche nicht durch Bilirubin verursacht werden, nicht ausgeschaltet 
werden kénnen >. Fiir die dritte Méglichkeit, daB Bilirubin im Laufe der 
Diazotierung unvollstandig eluiert -wird, spricht, da in ikterischen 
Hundeharnen das Prazipitat nach Zugabe des Diazoreagens seine gelbe 
Farbe beibehalten kann, so daB man annehmen muB&, daB das Bilirubin 
nur unvollstandig in Lésung gegangen ist. Durch konz. Salzsiure wird 
das Prazipitat wohl vollstandig gelést, doch fallt die Farbreaktion im 
stark salzsauren Medium schwacher aus, als wenn diese vor Zugabe der 
Salzsiure ablauft. Ob und in welchem Grade dieser Mechanismus bei 
Bestimmungen in menschlichen Harnen eine Rolle spielt, ware zu unter- 
suchen. 

Es konnte nicht geklart werden, von welchen Eigenschaften bzw. 
Komponenten des Harns das Ausmaf der Adsorption abhangig ist. Sie 
konnte durch das py innerhalb der natiirlichen Grenzen durch schwache 
Alkalisierung oder schwache Sauerung mit Essigsdure nicht eindeutig 
beecinfluBt werden. Dagegen bewirkte eine starkere, einer Endkonzen- 
tration von 0,021 —0,025-n. entsprechende Alkalisierung mit Natron- 
lauge eine deutliche Abnahme; hier lieferte aber auch die direkte, ohne 
Adsorption angesetzte Diazoreaktion einen niedrigeren Wert, die Ab- 
nahme kann also héchstens zum Teil der Adsorption, gréBtenteils aber 
einer schnellen Oxydation des Bilirubins zugeschrieben werden. Da die 
olle der oberflichenaktiven Gallensiuren bzw. gallensauren Salze seit 
langem im Mittelpunkt des Interesses steht, haben wir ikterische Harne 
mit negativer Schwefelblumenprobe mit 50—150 mg°, Natriumglyko- 
cholat versetzt. In mehreren Fallen fand sich keine Differenz, in einem 
Falle bei maéBiger, in einem anderen bei niedriger Bilirubinkonzentration 
wurden prozentual betrachtliche Erhéhungen beobachtet. Die direkte 
Diazoreaktion wurde in denselben Harnen durch Natriumglykocholat- 
Zusatz nicht beeinfluBt. 


Zusammenfassung 


1. Es wurde der Einflu8 wechselnder Harnmengen auf die Bestim- 
mung des Harnbilirubins nach Jendrassik und Grof_ bei konstanter 
Adsorbensmenge untersucht. Innerhalb der untersuchten Grenzen be- 
trug die Abweichung in mehr als der Halfte der Falle weniger als 10°. 
In den tibrigen Fallen wurde eine 10 —100-proz. Abweichung gefunden. 
Zwischen 4 und 9 mg, erhalt man den Maximalwert meistens bei Ver- 
arbeitung von 2ccem, zwischen 9 und 16 mg°% bei Verarbeitung von 
leem Harn, bei Konzentrationen unter 4 mg°% 1aBt sich keine optimale 


§ Uber die Messung der Diazoreaktion im Harn vor und nach Bilirubin- 
adsorption wird in der IL. Mitt. berichtet werden. 
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Harnmenge zur Bestimmung finden. 2. Der Verlust kann durch unvoll- 
standige Adsorption, durch Lésung beim Waschen des Niederschlags, 
und durch unvollstandige Eluierung im Laufe der Diazotierung ver- 
ursacht werden. 3. Die Reaktion des Harns oder Zusatz von Natrium- 
glykocholat beeinfluBt das Resultat nicht eindeutig. 


Uber die Cellulase in gekeimter und ungekeimter Gerste 
Von 
Joachim Goerdeler 
Aus dem Chem. Institut der Universitat Bonn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. August 1948) 


In der groBen Zahl der in der Gerste wie in anderen Getreidcsamen 
vorhandenen Fermente gibt es solche, die Heteroglykoside und glyko- 
sidisch aufgebaute Oligo- und Polysaccharide hydrolytisch spalten kén- 
nen. In der a-Reihe gehért hierzu die altbekannte und technisch ausge- 
nutzte Diastase. Aber auch bei den /-Zuckern wurden Spaltungen be- 
obachtet, z. B. von Cellobiose!, §-Methylglucosid?, Salicin’, Phenol-/- 
d-glucosid und -galaktosid?. Man mu daraus auf die Anwesenheit einer 
/-d-Glucosidase schlieBen. Wie steht es mit Polyasen dieser Reihe ? 

Eine verbreitete Annahme ist, daB bei der Kei simung des Samenkorns nicht 
nur eine allgemeine ,,Mobilisierung‘‘ der Nihrstoffe einsetzt, sondern daB auch 
das gesamte Zellgefiige verandert wird, wobei das Geriist des Kornes umgebaut 
werden mu. Das bedingt aber Agenzien, die die Geriistsubstanzen, d. h. hoch- 
molekulare Kohlenhydrate der §-Reihe, veriindern kénnen. 

Altere Arbeiten hatten gezeigt, daB cellulose-iihnliche Stoffe (,,Hemicellu 
lose“, ,,Reservecellulose“‘) u. U. von Malzlésung angegriffen werden. Systema- 
tische Untersuchungen liegen von Karrer® und Pringsheim® vor, die Lichenin 
als Substrat waihlten. Der Abbau verliuft deutlich und mit geniigender Ge- 
schwindigkeit. — Problematischer erscheint der Abbau nativer Cellulose und von 
ihr abgeleiteter hochmolekularer Stoffe. Die Tatsache der Licheninspaltung be- 
sagt nicht unbedingt, daB auch Cellulose gespalten werden miisse. So hat bei- 
spielsweise Freudenberg’ gezeigt, daf im Hepatopankreassaft der Weinberg- 
schnecke und im Enzymgemisch aus Aspergillus oryzae Cellulase und Lichenase 
zwei getrennte Fermente sind. Noch kiihner wire es, eine einzige B-d-Glucosidase 
fiir alle diese Fermentwirkungen auf niedrigmolekulare wie hochmolekulare 
Stoffe verantwortlich zu machen; Pringsheim hatte eine Trennung der Cellobiase 
von der Lichenase erzielt’. Bei allen solchen Vergleichen miissen aber jedenfalls 
die grundsitzlichen Uberlegungen von Helferic ‘h® beachtet werden. 


1 Holderer, Soc. Chem. Ind., Chem. &. Ind. 28, 733 [1910], zit. nach 
Karrer u. Staub, Helv. chim. Acta 7, 927, Anm. 3 [1924]. 

2 Fiorentino u. Marino, Gazz. chim. ital. 36 Il, 395; Chem. Zbl. 1906 II, 
1654. bd 

3 Weidenhagen, Z. Ver. dtsch. Zuckerind. 80, 11 [1930]; Chem. Zbl. 
1930 I, 2430. 

4 Helferich, Demant, Goerdeler u. Basse, diese Z. 283, 179 [1948]. 
5 Karrer, Staub, Weinhagen u. Joos, Helv. chim. Acta 7, 144 [1924]. 
6 Pringsheim u. Seifert, diese Z. 128, 284 [1923]. 
7 Freudenberg u. Ploetz, diese Z. 259, 19 [1939]. 
8’ Pringsheim u. Leibowitz, diese Z. 131, 262 (1923). 
® Helferich, Ergebn. Enzymforsch. 9, 70 [1943]. 
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Expevimentell hatte Maestrini!° mit einem essigsauren Malzextrakt keine 
Cellulasewirkung nachweisen kénnen. Im Gegensatz hierzu stehen Befunde von 
Pringsheim™ und Otto!*, die mit kolloidalléslichen Cellulosen bzw. Viscose- 
fiden als Substrat einen Abbau erzielten. 

In einer eigenen Untersuchungsreihe wurde zunachst die Beobach- 
tung von Pringsheim bestatigt. Ein Extrakt aus Gerstenmalz baut 
Cellulose, die nach Guignet® stark dispergiert worden war, zu Sub- 
stanzen héherer Drehungskraft (vermutlich Glucose iiber Cellobicse) ab. 

Es konnte ferner festgestellt werden, daB auch Zellstoffwatte an- 
gegriffen wird. Dagegen lieB sich mit Filtrierpapier unter den gewahlten 
Bedingungen keine Spaltung nachweisen, im Gegensatz zu den Ver- 
suchen von Karrer mit der Schnecken-Cellulase™. Hieraus sowie aus 
den geringen Spaltungsgraden bei relativ sehr langen Spaltzeiten (Tage 
bis Wochen) kann geschlossen werden, da die Cellulasewirkung des 
Malzes sehr schwach ist: Damit wird auch eine Erklarung fiir den nega- 
tiven Befund von Maestrini gegeben. DaB es sich trotzdem um eine 
reale Fermentwirkung handelt, wurde durch einen Parallelversuch mit 
,, Fermentkochsaft". der keine Spaltung ergab, wahrscheinlich gemacht. 

Hinsichtlich der Spaltungsgeschwindigkeit wurde beobachtet, daB 
Cellulose nach Guignet schneller hydrolysiert wird als Watte, d.h. 
das gleiche Ferment ergab in der gleichen Zeit und mit etwa den gleichen 
Mengen Trockensubstrat eine stirkere Drehungsdifferenz. Ein genaucs 
Zahlenverhiltnis 1a8t sich aber bei der noch unbekannten Spaltungs- 
kinetik nicht geben. 

Es interessierte bei dieser Arbeit eine weitere Fragestellung. Die 
meisten Untersuchungen in dieser Richtung benutzen die Gerste in ihrer 
gekeimten Form, d.h. als Malz. Wie andert sich der Fermentbestand 
durch die Keimung? Es sei daran erinnert, daB bei den a-Polyasen 
nachgewiesen ist, daB ungekeimte Gerste nur sog. §-Amylase enthalt, 
Malz dagegen zusiatzlich a-Amylase!*. Eine Arbeit von Enders” stellt 
fest, daB der Cellobiasegehalt (oder deren Aktivitaét) waihrend der Kei- 
mung auf das 3-fache anwachst; Karrer gibt fiir die Lichenase eine 
50-proz. Steigerung an18, Eigene Versuche ergaben fiir die Cellulase, in 
Form dialysierter Ausziige, ebenfalls eine Erhéhung der Aktivitat durch 
die Keimung. Immerhin sind die Unterschiede nicht sehr groB, und es 
ist beachtlich, da auch im ruhenden Korn (jedenfalls nach 6-tagiger 
wasseriger Extraktion) bereits wirksame Cellulase gefunden wird. — Auch 


10 Maestrini, Atti R. Accad. naz. Lincei, Rend. [5] 29 II, 164 [1920]; 
Chem. Zbl. 1921 III, 177. 

11 Pringsheim u. Baur, diese Z. 173, 188 [1928]. 

12 Otto, Biochem. Z. 209, 276 [1929]. 

18 Guignet, C. R. hebd. Scéances Acad. Sci. 108, 1258 [1889]. 

™ Karrer u. Schubert, Helv. chim. Acta 11, 229 [1928]. 

15 Elizarowa, C. r. [Doklady] Acad. Sci. URSS 26, 698 [1940]; 
Chem. Zbl. 1940 II, 1594. 

16 Myrbaick, Enzymologia 1, 280 [1936]. 

17 Enders u. Saji, Biochem. Z. 306, 430 [1940]. 

18 Karrer u. Staub, Helv. chim. Acta 7, 916 [1924]. 
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bei den Versuchen mit ungekeimter Gerste wurde hinsichtlich der Spalt- 
geschwindigkeit der Substrate die Reihenfolge Guignet-Cellulose, Watte, 
Filtrierpapier beobachtet. 

Die Fermentlésungen waren zunachst durch Dialyse wisseriger 
Gersten- bzw. Malzausziige hergestellt worden. Der Trockenriickstand 
dieser Lésungen wurde als annahernd gleich gefunden. AuBerdem kamen 
sog. ,, Tanninfallungen“t zur Anwendung. Diese von Willstatter!® ein- 
gefiihrte Methode hat insbesondere bei den Emulsinarbeiten von Helfe- 
rich gute Dienste geleistet. Auch aus Malzsaft waren entsprechende 
Praiparate gewonnen worden*°. Im Falle der Gerstencellulase zeigte sich, 
daB ein praktischer Gewinn nicht damit verbunden ist. Die nach Auf- 
lésen des Tannintrockenpraparates (es geht nur ein Teil wieder in 
Lésung) hergestellten wasserigen Losungen spalten unter gleichen Be- 
dingungen Cellulose nicht schneller als die Dialysate. 

Das Tanninmalz erscheint zwar etwas aktiver als die Tanningerste. 
Beriicksichtigt man aber die Trockenriickstinde, die trotz gleichartiger 


Arbeitsweise (es wurden jeweils gleiche Mengen Trockenpraparat mit 7 
der gleichen Menge Wasser verrieben) sich etwa wie 2:1 verhalten. so 
erscheint der Vorsprung des Tanninmalzes ungefahr ausgeglichen. Von ' 
genauen Wertigkeitsvergleichen mute aus den schon angefiihrten Griin- 


> 
den abgesehen werden. 


Mit Tanninfallungen aus Malz und Gerstensaft wurde schlieBlich 
auch Cellobiose fermentativ abgebaut. Diese Gerstencellobiase wird man 
wohl gleichsetzen kénnen mit der entsprechenden /-d-Gluccsidase, dic 
Helferich und Demant! mit Phenolglucosid als Substrat naher unter- I 
suchten. Es wurde tiberraschenderweise und ahnlich wie bei der Poly- : 
saccharidspaltung gefunden, dafi das Tanninferment aus Malz nicht I 
schneller spaltet als das aus ungekeimter Gerste. Legt man bei diesem k 
Substrat einen monomolekularen Verlauf der Hydrolyse zugrunde und * 
berechnet hieraus die Wertigkeiten (fiir Phenol-galaktosid beispielsweise : 
ist die praktische Berechtigung hierzu festgestellt worden‘), so bekommt 
man als mittlere Wertigkeit fiir Tanningerste 0,024, fiir Tanninmalz li 
0,022, mithin Werte, die praktisch gleich groB sind. Helferich u. Thie- b 
mann?! hatten mit wasserigem Malzextrakt unter ahnlichen (aber nicht b 
gleichen) Reaktionsbedingungen die Wertigkeit 0,03 gefunden. 
Dieses Ergebnis steht also nicht im Einklang mit dem Befund von 
Enders?’, der etwa dreifache Aktivitatssteigcrung der Cellobiase bei 
der Keimung feststellt. Dabei mus jedoch beriicksichtigt werden, dab Ki 
Enders Dialysate benutzte und da sein Zahlenverhaltnis durch Ver- ge 
gleich der Spaltungsprozente erhalten wurde; nicht jedoch durch Be- ste 
rechnung von ,,Wertigkeiten‘‘ auf Grund von Riickstandsbestimmungen = 
und monomolekularem Reaktionsverlauf. oa 
ell 
19 Willstatter u. Pollinger, Liebigs Ann. Chem. 430, 282 [1923]. Tr 


20 Diss. Demant, Leipzig 1945. = 
21 Helferich u. Thiemann, diese Z. 281, 126 [19441. 
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Beschreibung der Versuche 
a) Herstellung des Malzes 

Gerste der Ernte 1947 wurde mit Wasser mehrfach gewaschen, iiber Nacht 
in Wasser eingeweicht, von iiberschiissiger Fliissigkeit abgetrennt und bei kiihler 
Zimmertemperatur im offenen GefiB 5 Tage stehen gelassen. Die Blattkeime 
waren dann etwa kornlang. Das Malz wurde in diinner Schicht auf Filtrierpapier 
ausgebreitet und in warmer Luft bei ca. 40—50° getrocknet. Das gemahlene 
Priparat wurde verschlossen aufbewahrt. 

b) Fermentlésungen 

Gemahlene Gerste bzw. gemahlenes Malz (aus der gleichen Gerste herge- 
stellt) wurde mit der 3-fachen Menge dest. Wassers 5—7 Tage unter Toluol im 
Hisschrank aufbewahrt. Danach mit Faltenfiltern 2-mal filtriert. Man erhielt eine 
fast klare, gelbbraune Fliissigkeit, die Fehlingsche Liésung stark reduzierte. Aus- 
beute ca. */, der urspriinglichen Wassermenge. 

Von diesen Lésungen wurden kleine Mengen (z. B. 10 ccm) in diinnen, selbst 
hergestellten Kollodiumsiickchen gegen dest. Wasser (z. B. 1 /) dialysiert. Ein 
Riihrer bewegte hierbei die AuBenfliissigkeit. Nach 5 Stdn. (hierbei einmal 
Wechsel der AuSenfliissigkeit) war die Dialyse im allgemeinen soweit fortge- 
schritten, da8 eine Probe des Innenraumes Fehlingsche Lésung nicht oder nur 
noch spurenweise reduzierte. Die Fermentlésung, deren Volumen sich nur ge- 
ringfiigig vermehrt hatte, wurde bis zur Verwendung unter Toluol im Eisschrank 
aufbewahrt. 

Bei allen Operationen wurde auf méglichst gleichartige Behandlung von 
Malz und Gerste geachtet. 

Als Trockenriickstand derartig hergestellter Dialysate wurde z. B. bei Gerste 
11,8 mg, bei Malz 9,2 mg in je 5 ccm gefunden: 

c) Tanninfillungen 

Undialysierte Malz- und Gerstenausziige wurden mit wiisseriger Tannin- 
losung gefillt (z. B. 160 com Malzsaft mit 50 ccm einer Tanninlésung, die 5 g 
Tannin in 150 ccm Wasser enthielt). Nach einigem Stehenlassen wurde der 
Niederschlag abfiltriert, mehrfach mit dest. Wasser gewaschen, dann auf dem 
Filter mit Aceton gut durchgearbeitet, bis das Filtrat mit Ferrichloridlésung 
keine Blaufirbung mehr gab. Die erhaltenen, meist rotlichgelben Priiparate 
wurden an der Luft, dann iiber Calciumchlorid getrocknet. Es wurden auf diese 
Weise z. B. aus 102 com Gerstenauszug 0,16 g, aus 160 ccm Malzauszug 0,38 g 
Trockenferment erhalten. 

Zur Herstellung von Lésungen wurden jeweils 40 mg Trockenpriaparat mit 
10 ccm Acetatpuffer (bzw. dest. Wasser) verrieben, nach mehrstiindigem Auf- 
bewahren im Eisschrank filtriert. Solche Lésungen enthielten im Mittel in 5 cem 
bei Gerstentannin 4,7 mg, bei Malztannin 9,9 mg Trockenriickstand. 

d) Substrate 

Es wurden benutzt: 

1. Gewohnliche, lufttrockene Zellstoffwatte, Feuchtigkeitsgehalt 12°(. 

2. Lésliche Cellulose nach Guignet. Herstellung?*: 10 g gut zerkleinertes 
Filtrierpapier wurden mit 100 cem 62,5-proz. Schwefelsiure iibergossen, durch- 
gemischt und 5 Stdn. bei Zimmertemperatur unter gelegentlichem Durcharbeiten 
stehen gelassen. Dann mit 250 cem dest. Wassers versetzt, gut durchgemischt, 
filtriert und oftmals mit heiBem dest. Wasser gewaschen, bis Filtrat sulfatfrei. 
Die erhaltene, weiBe, kleisterartige Masse wurde mit dest. Wasser auf 150 ccm 
verdiinnt. Die entstandene viscose, milchartige Fliissigkeit entmischte sich nach 
einigem Stehenlassen. 5 ccm der gut umgeschiittelten Lésung enthielten 0,21 g 
Trockenriickstand. 


* Vel. Schwalbe u. Lange, Z. angew. Chem. 39, 606 [1926]. 
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3. Ungehirtetes Filtrierpapier. Feuchtigkeitsgehalt 13°. 

4. Cellobiose. Aus dem reinen Octacetat durch Verseifen nach Zemplén** 
aus Alkohol gewonnen. 

e) Versuchsansitze 

Die Spaltgemische wurden durch Vereinigen von Fermentlésungen, Puffer 
und Substrat hergestellt. Mit m/10-Natriumacetatpuffer wurde das py 5,0 
(Lyphanpapier) eingestellt. Die Proben wurden —- mit einigen Tropfen Toluol 
sterilisiert — bei 30°im Thermostaten aufbewahrt. Nach dem Filtrieren bestimmte 
man die optische Drehung im Mikro-l-dm-Rohr. Ein ,,Abstoppen* eriibrigte 
sich angesichts der sehr langen Spaltzeiten; nur bei Cellobiose wurde mit Kalium- 
carbonat umgepuffert. 

Zu allen Versuchen wurden Blindproben (Ferment + Puffer, Substrat -+ 
Puffer) angesetzt. Sie wurden bei den folgenden Tabellen beriicksichtigt. 

1. Cellulosespaltung mit Tanninferment 
Ansiitze: 0,2 ccm Celluloselsg. nach Guignet bzw. 10 mg Watte 
lecm gepufferte Fermentlsg. 
a) Gerste 


Substrat Spaltzeit (Tage) Drehungsiinderung °, Spaltung 
Cellulose n. G. 6 0,05° 12 
Watte 6 0,05° 10 
Cellulose n. G. i 0,07° 17 
Watte 7 0,04° 8 


Drehungsiinderung bei vollstindiger Spaltung: 0,41° (Cellulose n. G.), 
0,51° (Watte). 


b) Malz » 

Substrat Spaltzeit (Tage) Drehungsinderung °} Spaltung 
Cellulose n. G. 6 0,09° 22 
Watte 6 0,08° 16 
Cellulose n. G. 7 0.08° 20 
Watte 7 0,07° 14 
Cellulose n. G. 6 0,11° 27 
Watte 6 0,10° 20 


Spalttemperatur 37°. 
2. Cellulosespaltung mit dialysiertem Ferment 
Ansitze: 0,4 ccm Celluloselésung n. G. bzw. 20 mg Watte 
+ lecem Puffer + 1 ccm dialysierte Fermentlésung. 
a) Gerste 


Substrat Spaltzeit (Tage) Drehungsiinderung % Spaltung 
Cellulose n. G. Jf 0,05° 12 
Watte 7 — 0,05° * 0 
Cellulose n. G. 9 0,07° 17 
Watte 9 0,07°* 0 


* die aus ungekliirten Griinden negative Differenz macht das Ergebnis 
zweifelhaft. 


b) Malz 

Substrat Spaltzeit (Tage) Drehungsiinderung ° Spaltung 
Cellulose n. G. 7 0,26° 63 
Watte 7 0,07° 14 
Cellulose n. G. 9 0,249 59 
Watte 9 0,14° 28 


Drehungsinderung bei vollstiindiger Spaltung: 0,41° (Cellulose n. G.), 0,51° 
(Watte). 


23 Zemplén u. Pacsu, Ber. dtsch. chem. Ges. 62, 1613 [1929]. 
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3. Filtrierpapier als Substrat 
Ansiitze: 20 mg Filtrierpapier + 0,5 ccm Puffer 
-+- 0,5 cem dialysierte Fermentlésung. 


Ferment Spaltzeit (Tage) | Drehungsiinderung ©, Spaltung 
Gerste 13 0,02° 2 
Malz 13 —0,01° 0 


Drehungsiinderung bei vollstindiger Spaltung: 1,01°. 


4. Spaltung mit Kochsaft 
Ansatz: dialysierte Malz-Fermentlésung wurde mit dem gleichen Volumen 
Acetatpuffer py 5,0 verdiinnt, dann im siedenden Wasserbad 10 Min. erhitzt. 
2 cem hiervon wurden nach Erkalten zu 0,4 ccm Celluloselésung n. G. gegeben. - 
Der Parallelversuch wurde unter gleichen Bedingungen, jedoch ohne Erhitzen 
des Fermentes ausgefiihrt. 


Ferment Spaltzeit (Tage) Drehungsinderung °% Spaltung 
erhitzt 7 0,02° 5 
nicht erhitzt zf 0,13° 32 


Drehungsiinderung bei vollstiindiger Spaltung: 0,41°. 


5. Cellobiosespaltung 


Ansiitze: 50 mg Cellobiose in 1 ccm dest. Wasser gelést 
+ leem gepufferte Tannin-Ferment-Lésung. 
Ferment Spaltzeit Drehungs- % Spaltung Wertigkeit * 
(Stunden) ainderung 
Gerste 17 0,20° 40 0,031 
Malz 17 0,26° 52 0,019 
Gerste 22 0,15° 30 0,017 
Malz 22 0,33° 66 0,024 


* Berechnet nach der Formel: 

We log (100 100 — % Spaltung) 
~ log 2 x Spaltzeit (min) x g Ferment- 
trockenriickstand in 50 ccm Best.-Gemisch 





Drehungsinderung bei vollstindiger Spaltung: 0,50°. 


Zusammenfassung 

1. Wasserige Ausziige aus gekeimter und ungekeimter Gerste spalten 
Cellulosepraparate wie umgefallte Cellulose nach Guignet und Zellstoff- 
watte. Die Aktivitat ist gering. ,,Kochsaft‘ ist fast unwirksam. 

2. Cellulose nach Guignet wird schneller als Watte gespalten. 

3. Mit Filtrierpapier als Substrat wurde keine Spaltung beobachtet. 

4. Dialysierte Malzausziige spalten schneller als entsprechende 
Gerstenausztige. 

5. Tanninpraparate sind ebenfalls cellulase-wirksam. Deutliche 
Unterschiede zwischen Gerste und Malz sind nicht festzustellen. 

6. Die Wertigkeit der Cellobiase in Tannin-Gerste und Tannin-Malz 
ist annahernd gleich grof. 
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Uber das Verhalten des Pentaerythrits im Stoffweehsel 
Von 
W. Kutseher 
Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Heidelberg, Chemische Abteilung 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. November 1948) 


Pentaerythrit ist ein vierwertiger Alkohol mit verzweigter Kohlen- 
stoffkette von der Formel C (CH,OH),. Soviel uns bekannt ist, kommt 
er in der Natur nicht vor, dagegen findet man als Bestandteil eines 
Glykosids der Petersilie eine dem Penthaerythrit verwandte verzweigte 
Pentose, die Apiose (HOCH,),C (OH) .CH (OH) .CHO. Da der Pen- 
taerythrit neuerdings vielfach technische Bedeutung erlangt, z. B. als 
Glycerin-Austauschstoff, interessierte uns sein Verhalten im tierischen 
Stoffwechsel. Angaben dariiber in der Literatur sind kaum zu finden 
auBer einem kurzen Hinweis auf eine abfiihrende Wirkung bei Mausen!. 
Man kénnte vermuten, daB der Pentaerythrit im Stoffwechsel mehr oder 
weniger leicht zu Oxalsdéure oder Mesoxalsdiure oxydiert werden kénnte. 
Die Oxalséure wirkt giftig wegen ihrer stark fallenden Wirkung fiir 
Calciumionen, die Mesoxalsaure steht in Beziehung zum Alloxan, deren 
cyclischem Ureid, welches bekanntlich schwere Schadigungen des Pan- 
kreas herbeifiihrt: Besonders letztere Méglichkeiten haben uns zu einer 
eingehenden physiologischen Untersuchung des Pentaerythrits veranlaBt. 

Fiir unsere Versuche stand uns ein sehr reines gut kristallisiertes 
Priparat zur Verfiigung. Wir tiberzeugten uns von dessen Reinheit 
durch Elementaranalyse und durch Herstellung von Derivaten. Irgend- 
welche Verunreinigungen konnten nicht nachgewiesen werden. Auch 
fehlte der bei der Darstellung des Pentaerythrits als Nebenprodukt an- 
fallende Di-Pentaerythrit vollstandig. 


Tierversuche 

Versuche an Kaninchen und Meerschweinchen ergaben, daB Pen- 
taerythrit auch in gréBeren Dosen keine akuten Schadigungen oder 
Vergiftungserscheinungen verursachte. Zur Durchfiihrung eines lang- 
fristigen Belastungsversuchs wurden in jedem Reihenversuch je 10 Rat- 
ten mit etwa 20—25 g eines Gebiickes gefiittert, das aus Roggenmehl 
mit einem steigenden Zusatz an Pentaerythrit hergestellt worden war. 
Daneben lief eine Kontrollreihe mit 10 Ratten, welche dieselbe Menge 
Geback ohne Pentaerythrit erhielten. Die tagliche Gebaickgabe von 20 
bzw. 25g haben wir empirisch ermittelt als diejenige Menge, die vollig 
ausreichte, den Nahrungsbedarf der Ratten reichlich zu decken, Aus 
technischen Griinden war es uns nicht méglich, die tatsachlich gefressene 


Menge taglich festzustellen, jedoch wurde in den verschiedenen Pentaery- - 


thritperioden an mehreren Tagen bei allen Ticren die tatsachlich auf- 


1 Chem. Zbl. 1927 I, 2572. 
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genommene Menge durch Wagung ermittelt. Auf diese Weise wurden 
die tatsichlich gefressenen Mengen an Pentaerythrit, die in Tab. 1 an- 
gegeben sind, festgestellt. 

Tab. 1 zeigt, daB im Verlaufe von 57 Tagen die Gewichtszunahme 
der Pentaerythritratten und der Kontrollratten annahernd gleich war. 
Der kleine Gewichtsunterschied, der voriibergehend zugunsten der 
Kontrollratten bestand, ist ohne reelle Bedeutung, was auch eine 
2. Versuchsreihe ergab. In dieser Periode fraBen die Ratten im Durch- 
schnitt etwa 0,4—0,5 g Pentaerythrit. AnschlieBend erhielten sie 40 Tage 
hindurch Geback mit einer erhéhten Menge Pentaerythrit, entspr. einer 
tiglichen Zufuhr von 1,36 g Pentaerythrit. Die durchschnittliche Ge- 
wichtszunahme war hier bedeutend geringer, doch war auch bei den 
Kontrollratten diese Erscheinung in noch starkerem AusmaBe — bis 
zu volligem Gewichtsstillstand — zu beobachten. Der Grund wird wohl 
in irgendeiner Unvollkommenheit unserer Kost liegen, die im wesent- 
lichen aus Roggenmehl bestand, das mit Wasser zu einem brotartigen 
Geback verbacken wurde. Als Vitamintrager und zusatzliche Eiweib- 
quelle wurde dem Geback regelmaBig eine bestimmte Menge Hefe zu- 
gesetzt: Eine bessere Ausstattung mit Eiwei8 konnte aus duBeren Griin- 
den nicht erreicht werden. 
































| Pentaerythrit + 0,4 | 0,52 | + 1,36 _ 4- £2 
| 1. Tag 18. Tag | 57. Tag 98. Tag 107. Tag | 115. Tag 
| Pentaratten 82,6 107,1 | 131,8 136,7 148.5 134,5 
~ Gewichtszunahme +245 | +247 | +51 | +116 | —140 
Kontrollratten 81,8 109 133 129,4 135,8 130 
Gewichtszunahme + 27,2 +- 24 — 3,6 -+ 6,4 — 5,8 























Tab. 1. Gewichtszunahme von mit Pentaerythrit-Zusatz gefiitterten Ratten im 
Vergleich mit Kontrolltieren. 
Alle Zahlen sind Mittelwerte und bedeuten Gewicht in Gramm. 


Um die aus diesen Versuchen zu folgernde Vertraglichkeit des 
Pentaerythrits sicherzustellen, wurde anschlieBend fiir 8 Tage (99. Tag 
bis 107. Tag) der Pentaerythrit fortgelassen und das Gebaick mit einem 
gréBeren Hefezusatz hergestellt. In dieser Periode verbesserte sich die 
Gewichtszunahme aller Tiere etwas; die Gewichtszunahme der Pen- 
taerythritratten war sogar etwas besser als diejenige der Kontroll- 
ratten. Die Verringerung der Gewichtzunahme der Ratten in der 
Periode mit Zufiitterung von 1,36 g Pentaerythrit kann also nicht eine 
Folge der Verdoppelung der: Pentaerythritzufuhr gewesen sein. 

AnschlieBend an diese Periode erhielten die Ratten fiir weitere 
8 Tage etwa 1,6 g Pentaerythrit. Es trat Gewichtsstillstand ein, bei den 
Pentaerythritratten sogar eine deutliche Gewichtsabnahme. Da aber 
von den Kontrollratten inzwischen 6 Tiere eingegangen waren, wurde 
der Versuch abgebrochen. 
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Am Ende des Versuches waren von den Pentaerythritratten noch 
9 am Leben, von den Kontrollratten dagegen nur 4. Bei einer Pen- 
taerythritratte, die im Laufe des Versuches eingegangen war, sowie 
bei einigen Pentaerythritratten am Ende des Versuches, die im 
hiesigen Pathologischen Institut untersucht wurden, konnten keine 
besonderen Veranderungen oder Schadigungen der Organe festgestellt 
werden. 

Die Zufiitterung steigender Mengen von Pentaerythrit wahrend 
314 Monaten fiihrte nicht zu eindeutigen Gewichtsunterschieden gegen- 
iiber den Kontrollratten. Eine in ahnlicher Weise angesetzte zweite 
Versuchsreihe bestatigte das Ergebnis der ersten. Pentaerythrit wird 
also selbst bei monatelanger Zufuhr ohne Schaden vertragen. 

In einer anderen Versuchsreihe sollte die Grenzdosis ermittelt 
werden, von der ab der Pentaerythrit akut toxisch wirkt. Doch konnten 
wir bis zu einer Menge von 15 g Pentaerythrit fiir ein 244 kg schweres 
Kaninchen keine Anzeichen fiir eine toxische Wirkung beobachten. 
Diese Menge ist aber die gréBte, die wir einem Kaninchen mit der 
Schlundsonde zufiihren konnten, da Pentaerythrit nur zu etwa 5% in 
Wasser léslich ist. 

, Versuche am Menschen 

Nachdem das Tierexperiment gezeigt hatte, da Pentaerythrit 
héchstwahrscheinlich harmlos ist, wurden verschiedene Versuche am 
Menschen mit einmaligen Gaben von 5—50g Pentaerythrit durchge- 
fiihrt und Harn- und Blutuntersuchungen angeschlossen. Irgendwelche 
Beschwerden wurden dabei nie geauBert, selbst nicht nach Einnahme 
von 50g. Die Versuche gliedern sich wie folgt: 


1. Untersuchung der Ausscheidungsprodukte im Harn: 


6 Personen erhielten einmalig 5—15g¢g Pentaerythrit. Zwei Per- 
sonen dieser Reihe haben den Versuch mehrmals mit jeweils steigenden 
Pentaerythritmengen ausgefiihrt. Es wurde jedesmal im Harn folgendes 
geprift: Spezifisches Gewicht, EiweiB, Aceton, Zucker (nach Trommer 
und Fehling) und .,,L6sungsvermégen“. 

EiweiB und Aceton waren in allen Fallen negativ. Die Priifungen 
erfolgten in Harnportionen, die etwa alle 2 Stdn. gelassen wurden. 

Da wir auf Grund der Formel des Pentaerythrits vermuteten, daB 
er im K6rper zu Saéuren oxydiert werden kénnte, priiften wir in einem 
Versuch auch auf Oxalsaure (Tab. 2, Vers. I), insbesondere deswegen, 
weil das Auftreten dieser Saéure eine gewisse Giftwirkung bedeuten 
k6énnte. 

Unter ,,Lésungsvermégen“ verstehen wir folgendes: Da Pentaerythrit 
ein bestimmtes Lésungsvermégen fiir Kupferhydroxyd zeigt, haben wir diese 
Eigenschaft als einen ungefihren Anhaltspunkt fiir die Ausscheidung des Pen- 
taerythrits beniitzt. Zu diesem Zweck wurde in jeder Harnportion das Lésungs- 
vermégen quantitativ wie folgt gepriift: 
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6 ccm Harn, 3 ccm 10-proz. NaOH, 1,5 ccm 5-proz. CuSO, werden ge- 
schiittelt. Nach Absetzen des Ungelésten wurden die Blauintensititen der ein- 
zelnen Harnportionen miteinander und mit der Blaufirbung einer Harnportion 
vor Versuchbeginn verglichen. Ein Ansteigen der Blauintensitit, verbunden 
mit einer Abnahme des ungelésten Kupferhydroxyds, entspricht einer verstiirkten 
Ausscheidung von Pentaerythrit. 

Es wurde auch versucht, auf dieser Basis eine quantitativ e kolorimetrische 
oder stufenphotometrische Bestimmungsmethode fiir Pentaerythrit im Harn auf- 
zubauen. Dies war aber nicht méglich, da es sich herausstellte, daB die Losungen 
von Pentaerythrit nur etwa 1 Mol. Kupferhydroxyd auf 2 Mol. Pentaerythrit lésen 
und keine lineare Beziehung zwischen der Pentaerythritkonzentracion und der 
Menge des gelésten Kupferhydroxyds besteht. 


In Tab. 2 werden einige dieser Versuche wiedergegeben. 









































Harn 
| Uhr- ; Reduktions- Lisungsvermégen 
| zeit | Menge | spezif. Proben * 
| cem |Gewicht 
| Versuch I. 30. Dez. 46| 11° 220 1015 0 
|  Vers.-Person V. K. SY? 160 | 1020 -+--+4 betriichtlich 
> oe a 15° | 280 | 1020 | +++-++ bedeutend stirker - 
| ' pire is” 200 1025 i betrichtlich 
IV ersuchII.13. Jan.47} 11!5 120 1025 0 sehr schwach 
Vers.-Person W. K. as”? 140 1025 +++ betrichtlich 
Um °° wurden 15° | 190 | 1095 | ++-+44 bedeutend starker 
156 Pentaerythrit i ba 175 1025 ! etwas schwicher 
eingenommen 
19° 170 1025 0 etwas schwacher 
20% 100 1032 ff stirker als vorher 
2400 100 1032 si oe SDE sehr stark 
14. Jan. 47 8% 270 1030 PEE sehr stark 
Lae? 140 1024 0 stark 
17° 150 1020 ++ stark 
19% 100 1029 0 schwicher 
20° 190 1020 Spur schwicher als um 19" 
* + sehr schwach, +--+ schwach, -++-+--++ deutlich, ~+-4--++--+--++ sehr stark positiv. 


Tab. 2. Harnuntersuchung nach Einnahme von Pentaerythrit. 


Besprechung 

Die Ausscheidung des Pentaerythrits begann sehr schnell und war 
nach 1% Stdn. schon sehr deutlich. Nach etwa 30 Stdn. war sie offenbar 
annahernd beendet. Sie war begleitet von einer maBigen VergréBerung 
der Harnmenge; der Harn war meistens relativ konzentriert, ohne daB 
wir aus der Anderung des spezif. Gewichtes besondere Schliisse ziehen 
konnten. Wichtig ist die Feststellung, daB keine Oxalsiure nachgewiesen 
werden konnte. Aceton war in allen Harnen vollig negativ, gepriift mit 
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den Proben nach Legal, Langer und mit der Jodoformprobe. Kontroll- 
proben mit den gleichen Harnen und unter Zusatz von kleinen Mengen 
Aceton fielen stets eindeutig positiv aus. Das Vorkommen von Aceton 
nach Pentaerythritaufnahme kann daher mit Sicherheit ausgeschlossen 
werden. Auffallend ist dagegen, daB die Reduktionsproben (Trommer 
und Fehling) nach Pentaerythritaufnahme positiv waren. Allerdings 
trat die Reaktion erst nach langerem Kochen ein, verhielt sich also 
qualitativ etwas anders als bei den Monosacchariden. Auffallend war auch 
die wiederholt beobachtete Erscheinung, da die Reduktionsprobe nach 
einiger Zeit negativ wurde, um nach einem weiteren Zeitabschnitt 
wieder sehr stark positiv zu werden, wahrend das ,,L6sungsvermégen“, 
das uns als Anhaltspunkt fiir die Ausscheidung des Pentaerythrits 
diente, keine derartigen Unterschiede zeigte. 

Die reduzierende Substanz ist kein Traubenzucker und wahrschein- 
lich iiberhaupt kein Kohlenhydrat. Dies zeigte folgende Priifung: Da 
der 8,00-Uhr-Harn vom 14. 1. 47 die stirksten Reduktionsproben ge- 
geben hatte, wurde mit ihm die polarimetrische Untersuchung und die 
Garprobe ausgefiihrt. Die Garprobe war véllig negativ, obwohl eine 
Kontrolle mit dem gleichen Harn unter Zusatz einer Messerspitze 
Glucose eine starke Kohlenséureentwicklung ergab. Der Harn drehte 
sehr schwach negativ (bei vélligem Fehlen von EiweiB): 1,3° im 1-Deci- 
meterrohre. Wir vermuten, da es sich um ein Oxydationsprodukt des 
Pentaerythrits handelt. 

Die Wiedergabe der weiteren Versuche dieser Art ist tiberfliissig. 
Es sei nur bemerkt, daB wir das Auftreten einer reduzierenden Substanz 
nach Pentaerythritgaben in mehreren Versuchen sorgfaltig verfolgt 
haben, wobei wir zur Sicherheit die beiden Reaktionen nach Trommer 
und Fehling nebeneinander ausfiihrten: Im allgemeinen war die Trom- 
mersche Reaktion erheblich starker positiv als die Fehlingsche. Auch 
die oben wiedergegebene zweimalige Zunahme der Intensitaét der Trom- 
merschen Probe fand sich immer wieder. Im allgemeinen trat der erste 
Gipfel nach 4 Stdn., der 2. Gipfel nach etwas 20 Stdn. auf. 


Stoffwechselbilanz des Pentaerythrits 


Um zu prifen, wieviel vom Pentaerythrit im Korper umgesetzt 
wird, wurde der Bilanzversuch mit Isolierung des Pentaerythrits aus 
dem Harn herangezogen. Anfanglich ergaben sich einige Schwierigkeiten, 
weil es infolge seiner ungiinstigen Léslichkeitseigenschaften nicht még- 
lich war, den Pentaerythrit direkt aus dem Harn zu isolieren; seine Ab- 
trennung durch Verwendung organischer Lésungsmittel wird wahrschein- 
lich durch die Gegenwart von Harnstoff behindert. Doch gelangten wir 
mit der folgenden’ relativ einfachen Methode Uberfiihrung des Pen- 
taerythrits in das Tetraacetat und Ausziehen mit Ather — zum Ziel. 

Der 24-Stdn.-Harn wurde auf dem Wasserbad zur Trockene eingedampft 
und der Riickstand mit 100g Essigsiiureanhydrid und 20g Pyridin 3 Stdn. 
unter RiickfluB gekocht. Nach dem Erkaltea wurde das iiberschiissige Lésungs- 
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mittel bei etwa 15 mm abdestilliert. Der noch etwas warme, fliissige Riickstand 
wurde in 0,5] Eiswasser gegossen, der in Wasser unlésliche Riickstand wurde 
3-mal mit Ather extrahiert und nach dem Filtrieren der Ather verdampft. Der 
iickstand wurde ein- bis zweimal aus Alkohol umkristallisiert, bis der Schmp. 
81—82° erreicht war. 

Mit dieser Methodik wurden an mehreren Versuchsper rsonen Bilanz- 


versuche ausgefiihrt, von denen einer wiedergegeben sei (Tab. 3): Einen 
Tag vor Versuchsbeginn muBte die Versuchsperson den 24-Stdn.-Harn 
fiir den Kontrollversuch abliefern. Am Versuchstag nahm diese Person 
10g Pentaerythrit, in etwas Wasser suspendiert, ein und es wurde 
wieder der Harn von 24 Stdn. gesammelt. Die Aufarbeitung beider 
Harnportionen erfolgte gleichzeitig, wobei dem Kontrollversuch 10g 
Pentaerythrit zugesetzt wurden, die sich glatt im Harn lésten. Diese 
Versuchsanordnung erlaubt, die bei der chemischen Isolierung des 
Pentaerythrits unvermeidlichen Verluste in Rechnung zu setzen. 














Hauptversuch | Kontrollversuch Differenz 
Mohausbeute ... 6 6s oe 6,5 7,6 —1,1 
Reinausbeute ........ 5,3 Ut —1,8 
Verlust beim Umkristallisieren | 1,2 | 0,5 














Tab. 3. Bilanzversuch wihrend 24 Stdn.; die Zahlen bedeuten Pentaerythrit in g¢ 


Wie aus dem Kontrollversuch zu ersehen ist, gelingt es mit unserer 
Methode, nur etwa 75% des dem Harn zugesetzten Pentaerythrits zu 
isolieren, ein recht giinstiges Ergebnis, wenn man beriicksichtigt, daB 
nach unseren Erfahrungen auch die Veresterung von reinem Pentaery- 
thrit nur etwa mit 90% Ausbeute verlauft. Die Menge Pentaerythrit, 
die im K6rper zuriickgehalten wurde, erhalt man aus der Differenz 
zwischen Haupt- und Kontrollversuch. Wie wir sehen, wurden von 10g 
eingenommenem Pentaerythrit nur 1,8 g im Korper zuriickgehalten. Wir 
sind aber nicht berechtigt anzunehmen, daB diese ganze Menge im Kérper 
verbrannt wurde, da nach unseren oben wiedergegebenen Versuchen ein 
Teil des Pentarythrits verhaltnismaBig langsam ausgeschieden wird. In 
einem anderen Versuch haben wir versucht, diejenige Pentaerythrit- 
menge zu schatzen, die spater ausgeschieden wird, indem wir den Harn 
der ersten 24 Stdn. und den der zweiten 24 Stdn. getrennt aufarbeiteten. 
Im ersten 24-Stdn.-Harn fanden wir 49% der eingenommenen Menge 
wieder (gegen 53°, im vorstehenden Versuch, was innerhalb der un- 
vermeidlichen Versuchsfehlergrenzen eine gute Ubereinstimmung dar- 
stellt). Im zweiten 24-Stdn.-Harn war aber noch eine meBbare Menge 
an Pentaerythrit vorhanden, die allerdings nicht gewogen werden 
konnte, da wir sie nicht geniigend rein darstellen konnten. Jedenfalls 
handelte es sich um etwa 0,3—0,5 g Pentaerythrit. 

Diese Ausbeuten haben wir mehrfach erhalten. Wir beobachteten 
auch regelmaBig, daB bei der Umkristallisation des im Hauptversuch 
gewonnenen Rohpentaerythrits gréBere Verluste auftraten als beim 
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ad 


einfachen Zusatzversuch. Daraus schlieBen wir, daB der Pentaerythrit 
nach der Passage durch den menschlichen Kérper im Harn gemeinsam 
mit einer kleinen Menge eines Oxydationsproduktes ausgeschieden wird. 
Es war uns leider noch nicht méglich, dieses Oxydationsprodukt zu 


isolieren. 


Zusammenfassend kénnen wir also feststellen, daB selbst bei einer 


Einnahme von nur 10g Pentaerythrit héchstens 13—15% desselben 
im K6rper abgebaut werden. Der Pentaerythrit erweist sich also als eine 
sehr schwer verbrennbare Substanz. 

Die Ausscheidung einer reduzierenden Substanz im Harn nach Ein- 
nahme von Pentaerythrit veranlaBte uns, das Verhalten des Blut- 
zuckerspiegels und des Kreislaufs zu priifen. An verschiedenen Ver- 
suchspersonen fanden wir regelmaifig einen kleinen Anstieg des Blut- 
zuckerspiegels in der Zeit zwischen 30 und 60 Min. nach Einnahme des 
Pentaerythrits. In Tab, 4 geben wir ein Beispiel wieder. Es handelt sich 
um eine Versuchsperson, die mehrmals steigende Mengen Pentaerythrit 
genommen hat. 








Pe. ing | 0 Min. | 30 Min. | 60 Min. | 90 Min. | 120 Min. | 
~ 20 90 88 100 | 4 | 93 

20 85 96 92 | 101 

50 95 121 112 | 100 














Tab. 4. Blutzucker (nach Hagedorn-Jensen) nach Einnahme von “ee hrit 
in mg%. 


In allen 3 Versuchen wurden Puls und Blutdruck gemessen (Puls 
und Blutdruck wurden 5 Min. nach Pentaerythriteinnahme und wahrend 
des ganzen Versuches gemessen) und ohne Besonderheiten gefunden. 
Nur im letzten Versuch, bei dem die Versuchsperson die relativ groBe 
Menge von 50 g Pentaerythrit zu sich nahm, trat eine leichte Erhéhung 
der Pulsfrequenz von 62 auf 88 ein. Wie Tab. 4 zeigt, war die Blutzucker- 
erhéhung nach Einnahme von 20 g Pentaerythrit sehr klein, aber deut- 
lich, was sich besonders gut aus dem Vergleich der beiden 20-g-Versuche 
mit dem letzten Versuch ergibt: Die Verdoppelung der Pentaerythrit- 
menge verursachte auch eine Erhéhung des Blutzuckerspiegels. Eine 
ahnliche Beobachtung machten wir am Kaninchen, bei denen die Er- 
héhung des Blutzuckerspiegels bei 5g Pentaerythrit sehr deutlich war 
und bei der doppelten Menge sich erheblich verstarkte (z. B. bei 5g 
Pentaerythrit eine Erhéhung des Blutzuckerspiegels von 151 mg%% auf 
177 mg%, bei 10 g Pentaerythrit von 147 mg%, auf 202 mg%, in beiden 
Fallen nach 30 Min.). Wir nehmen an, da es sich tatsichlich um eine 
Vermehrung von Glucose im Blut handelte, denn die reduzierende Sub- 
stanz des Harnes reagierte mit Ferricyankalium nicht, wie wir im 
Kontrollversuch feststellen konnten. 
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rit Die Ursache der Blutzuckererhéhung kénnen wir nicht angeben. 
mm Wir vermuteten cine Ausschiittung von Adrenalin, doch hat die Unter- 
rd. suchung der Kreislauffaktoren bei verschiedenen Versuchspersonen keine 
-“ Anhaltspunkte dafiir ergeben. 

Selbstverstandlich kann auch eine Schadigung der Leber als Ursache 
rine angenommen werden, doch konnten wir diese Frage nicht experimentell 
ere. priifen. Als 3. Méglichkeit muB aber auch eine Einwirkung auf das 
- Pankreas in Betracht gezogen werden. Untersuchungen von Dorr und 

Mitarbeiter * haben in neuester Zeit gezeigt, daB Oxydationsprodukte 
in- des Glykols aldehydartiger Natur zur Schadigung der Pankreasdriise 
it- fiihren. Von diesem Gesichtspunkt beansprucht die von uns beobachtete 
er- Blutzuckererh6hung nach Pentaerythrit erhebliches Interesse. 
<a Zusammenfassung 
ich 1. In langdauernden Fiitterungsversuchen an Ratten wurde festge- 
rit stellt, daB Pentaerythrit keine schadigende Wirkung zeigt. 

2. In Versuchen an Menschen wurde beobachtet, daB die Ausscheidung 
des Pentaerythrits sehr bald beginnt und nach etwa 30 Stdn. beendet 
ist. Sie wird begleitet von einer Substanz, die positive Reduktions- 
proben nach Trommer und Fehling gibt. Diese Substanz ist kein 
Traubenzucker und wahrscheinlich kein Kohlenhydrat. 

3. Im Bilanzversuch am Menschen ergab sich, da selbst bei einer 
Einnahme von nur 10 g Pentaerythrit der gréBte Teil desselben un- 

brit verandert wieder ausgeschieden wird. Héchstens 13—15% werden 
im Korper abgebaut. 

4, Nach Einnahme von Pentaerythrit tritt bei Mensch und Tier regel- 

maBig eine leichte Erhéhung des Blutzuckerspiegels auf, die mit 
ruls steigender Menge des Pentaerythrits gr6Ber wird und bald wieder 
end abklingt. 
len. 
oBe ie 
Che Uber Austausch-Adsorptionen in nichtwaGrigen Loésungen. LL. 
or cis- und trans-Oestradiol 
ut- 
che _ 
eit. Th. Bersin und Inge Loheyde 
pine (Der Schriftleitung zugegangen am 20. November 1948 ** 
a Die verschieden starke Adsorbierbarkeit geometrisch isomerer Ver- 
Bg bindungen ist im Schrifttum mehrfach beschrieben worden. cis- und 
aut | 1678 Dichlorathylen wurden von G. Hesse und Tschachotin!, 
vat Maleinséure und Fumarsaure von Freundlich und Schikorr?, 
eine * Erscheint demnichst in den ,, Naturwissenschaften“. 
Sub- ** Diese Notiz ist bereits Anfang 1945 an die Schriftleitung dieser Z. ab- 
im | gesandt worden; sie ist dort aber nicht mehr eingegangen. 

' Naturwiss. 30, 387 [1942]. 

* Koll.-Beih. 22, 1 [1926]. 
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cis- und trans-Azobenzol von Freundlich und Heller® sowie 
Zechmeister! und Cook, cis- und trans-Bixin als auch cits- und 
trans-Crocetindimethylester von Winterstein und Stein® und 
schlieBlich die isomeren Carotin-Farbstoffe von Zechmeister und 
Mitarbeitern’ getrennt. 

Bemerkenswert ist, daB an hydrophilen Adsorbenzien, wie Alu- 
miniumoxyd und Kieselsiuregel, bevorzugt cis-Azobenzol, an hydro- 
phoben wie Kohle die trans-Form starker adsorbiert wird*. AuBer dem 
Dichlorathylen, das in der Gasphase untersucht wurde, und dem Malein- 
saure-Fumarsaure-Paar sind alle anderen bisher untersuchten Isomeren 
farbig gewesen. 

Mittels der von uns in der I. Mitt.§ beschriebenen Methode der 
Austausch-Adsorption in nichtwaiBrigen Lésungen an gefarbten Adsor- 
baten gelang nun auch der Nachweis der verschieden starken Adsorbier- 
barkeit des farblosenVerbindungspaares cis-(f)- und trans-(a)-Oestra- 
diol. Bekanntlich ist die trans-Verbindung im biologischen Versuch 
6-mal wirksamer, die cis-Verbindung nur 4-mal wirksamer als Oestron’. 

200 mg Dimethylaminoazobenzol-Bolus-alba-Adsorbat wurden mit 
einer 0,001-m.Lésung beider Verbindungen in absol. Benzol kurz ge- 
schiittelt,. abzentrifugiert und die Extinktion E der Lésung des ver- 
drangten Farbstoffes bei 2,49 mm Schichtdicke mit Filter $ 47 im Pulfrich 
gemessen. 


Verwandte Menge an Extinktion 
Oestradiollésung cis-Oestradiol trans-Oestradiol 
2 ccm 0,0263 0,0204 
3 ccm 0,0382 0,0280 


Die um etwa 30%, héhere Verdrangungskraft, also auch Adsorbier- 
barkeit des cis-Oestradiols am hydrophilen Adsorbens Bolus alba 
steht im Einklang mit dem oben erwaihnten Verhalten des cis-Azo- 
benzols. Der Versuch darf als eine weitere Bestétigung der vorgenom- 
menen sterischen Zuordnung der Oestradiole angesehen werden”. Még- 
licherweise beruht auch ganz allgemein die verschiedene biologische 
Wirksamkeit von cis-trans-Isomeren (vgl. z. B. cis- und trans-Crocetin- 
dimethylester, Digitalis- und Uzara-Glykoside) auf ihrer verschieden 
starken Adsorbierbarkeit an zellstaéndigen Adsorbenzien"™. 

Hrn. Dir. Dr. R. Schmidt der Schering-Kahlbaum AG, sind wir 
fiir Uberlassung der Praparate dankbar. 

3’ J. Amer. chem. Soc. 61. 2228 [1939]. 

4 Naturwiss. 26, 495 [1938]. 

5 J. chem. Soc. [London] 1988, 876; 1939, 1309; vgl. Lauer u. Mitarbb., J. 
Amer. chem. Soc. 61, 2778 [1939]. 

® Diese Z. 220, 247 [1933]. 

? Ber. dtsch. chem. Ges. 72, 1340, 1678, 2039 [1939]. 

8 Bersin u. Meyer, Die Chemie 57, 117 [1944]. 

® Dirscherl, diese Z. 239 53 [1936]. 

10 Marrian, Ergebn. Vitamin- u. Hormonforsch. 1, 425 [1938]. 

11 Cooper, Biochem. J. 20, 1960 [1926]. 
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Zur enzymatischen Hydrolyse racemischer Peptide 
Von 
Hans Herken 


Aus dem Pharmakologisghen Institut der Universitat Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. September 1948) 


In einer friitheren Arbeit! hatten wir die Spaltung racemischer Pep- 
tide durch Glycerinextrakte aus frischen Organen sowohl mit der 
Titrationsmethode nach GraBmann und Heyde? als auch mit dem 
von uns angegebenen manometrischen Verfahren? untersucht. Ausgangs-’ 
punkt fiir diese Versuche war eine Beobachtung, daB auch die d-Kom- 
ponente von racem. Leucylglycylglycin schon in einem gewissen Prozent- 
satz durch Serumenzyme gespalten wurde, obwohl die Gesamthydrolyse 
noch nicht den Wert von 50% iiberschritten hatte*. Bei der Verwendung 
von Dipeptiden ergab sich unter den von uns gewahlten Versuchs- 
bedingungen, da beide Komponenten von d,J-Leucylglycin in gleichem 
Umfange durch die in Glycerinextrakten aus Organen enthaltenen 
proteolytischen Fermente aufgespalten wurden, wobei die Gesamt- 
hydrolyse bei annihernd 50% stehen blieb. E. Waldschmidt-Leitz 
und M. Exner® haben vor kurzem ahnliche Versuche mit anderer 
Methodik und geaénderten Versuchsbedingungen durchgefiihrt und sind 
dabei zu anderen Resultaten gekommen. Das ist bei enzymatischen 
Untersuchungen nicht erstaunlich, diese Autoren werden hierdurch aber 
zu der Aussage veranlaBt, daB die Annahme von Herken, Schmitz 
und Merten,.es erfolge ,,bei der enzymatischen Hydrolyse racemischer 
Peptide nebeneinander eine Spaltung der d- wie der /-Komponente, 
unzutreffend ist‘‘. Da sich in der gleichen Arbeit auch der Satz findet: 
Bei Versuchen mit der manometrischen Methode, die wir hier nicht 
anfiihren, erhielten wir des 6fteren positive, zuweilen abnorm hohe 
Werte; wir haben dieses Verfahren daher zur Entscheidung der Frage 
verworfen“, scheint es mir notwendig, sowohl die Resultate, wie die Be- 
merkungen von Waldschmidt-Leitz einer naiheren Betrachtung zu 
unterziehen, 

Bei unseren ersten Untersuchungen? iiber die Spaltung von d-Pep- 
tiden durch Serumenzyme konnten wir bei 6 Carcinomseren eine gewisse 
Hydrolyse eines reinen d-Leucylglycylglycins beobachten. In Anbetracht 
des nicht sehr groBen Effektes geniigte uns jedoch der Nachweis mit der 
Titrationsmethode allein nicht. Aus diesem Grunde wurde die Hydrolyse 
des d-Peptids durch eine von der Titration unabhangige Methode nach- 
gewiesen und die Menge der abgespaltenen unnatiirlichen Aminosauren 


1H. Herken, A. Schmitz u. R. Merten, Naturwiss. 29, 670 [1941]. 
* Diese Z. 183, 32 [1929]. 
3-H. Herken u. H. Erxleben, diese Z. 269, 47 [1941]. 
4H. Herken u. H. Erxleben, diese Z. 264, 251 [1940]. 
® Diese Z. 282, 120 [1947]. 
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mit Hilfe von d-Aminosaure-Oxydase festgestellt. Die bisher verwandten 
Methoden hatten iiberdies alle den Nachteil, daB reine d-Peptide zum 
Nachweis der Hydrolyse verwandt werden muBten, die wesentlich 
schwerer zuganglich sind als die racemischen Verbindungen. Die neue 
Methode gestattete iiberdies selbst geringfiigige Spaltungen von d-Pep- 
tiden mit Sicherheit zu erfassen, fiir deren Bestimmung die Empfindlich- 
keit der Titrationsmethode nicht ausreichte. 

Die manometrische Methode basiert auf folgenden Untersuchungen: 
1. Die Wirkung der d-Aminosaure-Oxydase aus der Niere ist spezifisch. 
/-Aminosauren und das optisch inaktive Glycin werden nicht angegrif- 
fen®7, 2. Die d-Aminosdure-Oxydase desaminiert ausschlieBlich freie 
d-Aminosauren, nicht die im Peptid gebundenen®*®, 

3. Durch Messung des O,-Verbrauches und des bei der oxydativen 
Desaminierung abgespaltenen NH, wurde festgestellt, daB fiir unsere 
Versuche die von H. A. Krebs gefundene Gleichung 

R-CH-NH,-CO,H + 4% 0, = R-CO-CO,H + NH, 
giltig war? 

4. Vergleichende Untersuchungen mit der Titrationsmethode und 
dem manometrischen Verfahren ergaben an reinen d-Peptiden tiberein- 
stimmende Werte *. 

5. Die Wirksamkeit der Fermente wurde jeweils in Parallelversuchen 
an bestimmten Mengen von d-Aminosauren getestet. Aus dem Sauerstoff- 
verbrauch ergab sich, daB die Reaktion quantitativ verlief. Eine deut- 
liche Ausnahme bildet die Glutaminsaure, deren Desaminierung langsam 
und mpelare sige vor sich ging *:7)9, 

Bei der Verwendung von Dipeptiden und heniies von Metallen 
als Akti ratoren der Peptidasen sind quantitative Untersuchungen nur 
méglich, wenn die in den Extrakten aus Acetontrockenpulver der Niere 
neben d-Aminoséure-Oxydase vorhandene d-Dipeptidase entfernt 
wird 10,11, 

7. Der gemessene O,-Verbrauch war bei allen Versuchen niemals 
hdher, als auf Grund der im Peptid enthaltenen Menge an d-Amino- 
siuren bei vollstaéndiger enzymatischer Hydrolyse des d-Anteiles zu er- 
warten war. 

Zu gleichen Ergebnissen sind offenbar auch H. AhIstrém, H. von 
Euler und B. Hégberg! gekommen. denn die Autoren bringen zum 
Ausdruck, daB sie das von uns eingefiihrte manometrische Verfahren 
fiir eine ,,sehr wertvolle Erginzung der alteren Methoden* halten. 


6 H. A. Krebs, diese Z. 217, 191 [1933]; Biochem. J. 29, 1620 [1935]. 
? F. Kogl, H. Herken u. H. Erxleben, diese Z. 264, 220 [1940]. 

8 R. Merten, Biochem. Z. 318, 167 [1947]. 

® H. Herken u. R. Merten, diese Z. 270, 201 [1941). 

10 H. Herken, A. Schmitz u. R. Merten, diese Z. 275, 29 [1942]. 

1-R, Merten u. A. Schmitz, Naturwiss. 30, 588 [1942]. 

2 Diese Z. 273, 129 [1942]. 
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“Wenn E. Waldschmidt-Leitz nun mit dem Verfahren ,,des 
éfteren positive, zuweilen abnorm hohe Werte“ enthielt, so hat er ent- 
weder unsere Ergebnisse bestatigt, oder eine neue Entdeckung gemacht, 
oder es kénnen ihm Versuchsfehler unterlaufen sein. Diese 3 Méglich- 
keiten waren Grund genug gewesen, wenigstens einige dieser Versuchs- 
ergebnisse mitzuteilen; aus dem Reaktionsablauf hatte man immerhin 
einiges aussagen k6nnen. 

Bei den eingangs erwahnten Versuchen iiber den Verlauf der Hydro- 
lyse beider Komponenten des racem. Leucylglycins war uns von vorn- 
herein klar, daB eine gleich verlaufende Spaltung des /- und d-Anteiles 
nur bei Einhaltung bestimmter Versuchsbedingungen gegeben war. Aus 
diesem Grunde schrieben wir damals: ,,Die Halfte der mit der Titrations- 
methode gemessenen Hydrolyse entfallt also in diesen Versuchen auf 
die Spaltung des d-Anteiles des Peptids‘‘!. Die Experimente sollten in 
erster Linie darauf aufmerksam machen, da man aus der titrimetri- 
schen Feststellung einer 50-proz. Hydrolyse eines racemischen Peptids 
nicht in jedem Falle schlieBen darf, da allein die /-Komponente 
gespalten wurde!3, Dies war bis dahin bekanntlich allgemein iiblich. In 
spaiteren Untersuchungen haben wir die Vorginge gepriift, welche die 
Spaltung des J- und d-Anteiles in racemischen Peptiden beeinflussen 
und hierbei schon gefunden, da die Spaltprodukte, die Peptidkonzen- 
tration und die Fermentextraktmenge die Hydrolyse beeinflussen!*. Es 
ist ungewoéhnlich, daB E. Waldschmidt-Leitz und M. Exner alle 
diese Versuche entgangen sind. In einer sehr ausfiihrlichen Arbeit hat 
sich schlieBlich R. Merten® noch einmal mit dem Problem auseinander- 
gesetzt. Er kam zu dem Ergebnis, daB die /-Peptidspaltung bei An- 
wendung gréBerer Organextraktmengen durch Begleitstoffe verzégert 
wird, wahrend die Spaltung der d-Komponente entsprechend dem gréBe- 
ren Fermentgehalt unbeeinfluBt ansteigen kann. Durch Zusatz bestimm- 
ter Metalle kann die Wirkung der d-Dipeptidasen tiberdies stark aktiviert 
werden, wahrend die enzymatische Hydrolyse der 1-Peptide durch die 
gleichen Metallsalze gehemmt wird. Die friiheren Untersuchungen wurden 
mit relativ groBen Mengen von Organextrakten durchgefiihrt, in denen 
die Wirkung der /-Peptidase bei gleichzeitig verbesserten Hydrolyse- 
bedingungen fiir den d-Anteil des racemischen Peptids nicht voll zur 
Geltung kam. 

E. Waldschmidt-Leitz und M. Exner haben ihre Versuche mit 
Extrakten aus Acetontrockenpulver verschiedener Organe vorgenom- 
men. Wir haben im Laufe unserer Arbeiten immer wieder beobachten 
kénnen, daB die Behandlung eines frischen Organbreies mit Aceton die 
Wirksamkeit der d-Peptide spaltenden Fermente erheblich herabsetzt, 
bzw. sogar aufhebt!®. Doch lassen sich diese Enzyme durch Zusatz von 
Co” wieder aktivieren. Die d-Peptidasen sind iiberhaupt empfindlicher 
13H. Herken, Klin. Wschr. 1942, 609; Z. Krebsforsch. 51, 445 [1942]. 
144A, Schmitz, R. Merten u. H. Herken, diese Z. 275, 44 [1942]. 
1° R. Merten, A. Schmitz u. H. Herken, diese Z. 275, 53 [1942]. 
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als die entsprechenden auf die Hydrolyse der /-Komponente eingestellten 
Fermente. Ihre Wirksamkeit nimmt sowohl in Glycerinextrakten wie in 
Acetontrockenpulver schnell ab1®, Die Niere hat nach bisherigen Fest- 
stellungen den héchsten Gehalt an d-Dipe ptidase. Ihre Existenz ist durch 
unabhangig durchgefiihrte Untersuchungen von uns?!5 und von 
A. Ahlstrém, H. von Euler und B. Hégberg™ auch in Aceton- 
trockenpulver dieses Organes einwandfrei nachgewiesen. Acetontrocken- 
pulver aus Darm und Milz, mit denen Waldschmidt- Leitz gearbeitet 
hat, haben wir nicht gepriift. 

Die Versuche mit Extrakten aus tierischen Lebern lassen sich nicht 
vergleichen, da Waldschmidt-Leitz Ausziige aus Ochsenleber, wir 
aber Meerschweinchenleber untersuchten. Hier sei nur bemerkt, daf 
die Leber dieses Tieres viel weniger d-Peptidase enthalt als die Niere®, 
Dagegen wird man sich die Frage vorlegen, warum Waldschmidt- 
Leitz und Exner im Gegensatz zu Ahlstrém, von Euler, Hégberg 
und uns keine Spaltung der d-Komponente racemischer Peptide durch 
Acetontrockenpulver aus Schweinenieren feststellen konnten. 

In Ausziigen aus Acetontrockenpulver der Schweine- oder Hamme!- 
niere 1aBt sich das d-Peptid spaltende Ferment leicht nachweisen, wie 
aus folgenden Versuchen (Tab. 1) zu erkennen ist: 




















| Sehwormetallsalz- O,-Verbrauch in cmm Spaltung in % 
Su tsts errechnet aus 
| nach 30’ | 60’ | 90% | 1207 O,-Verbrauch 
.. CoCl, 10-%-m. 28,8 82,1 | 1289 | 164,1 59 | 
2. CoCl, 10--m. 22,2 70,9 | 116,5 155,0 55 | 
3. ohne 4,5 6 86} 14,1 20,0 71 
| 4 MuSO, 10-*-m. 5,9 14,7 28,6 41,0 14,6 | 





Tab. 1. Wirkung eines Nierenextraktes (Acetontrockenpulver) auf d,/-Alanyl- 
glycin (0,5 ccm m/, 9-Lsg. entspr. 0,35 mg d-N). 


VersuchsgefaBe: Kegelférmige Warburg-GefiBe mit einem seitlichen 
Anhang. Ansatz: 1,0 ccm Fermentlésung (Extrakt aus Acetontrockenpulver der 
Schweineniere mit m/,;-Phosphatpuffer im Verhiltnis 1: 20 extrahiert) 0,25 ccm 
m/100- bzw. m/1000-CoCl,, 0,75 ccm m/15-Phosphatpuffer. Im Anhang der Ge- 
fiBe 0,5 ccm m/10-d,]-Alanylglycin. 0,2 cem 10-proz. KOH im Einsatz. In Par- 
allelversuchen an Stelle von Co” 0,25 com MnSO, bzw. dest. Wasser. Das 
Thermomanometer enthielt ebenfalls 1,0 cem Fermentlésung, aber kein Peptid. 
Im Gasraum reiner Sauerstoff. Nach Temperatur- und Druckausgleich wurde 
das Peptid aus dem seitlichen Anhang in den Hauptraum der VersuchsgefiBe 
eingekippt. 

Die starke Steigerung des O,-Verbrauches nach Zugabe von CoCl, 
kommt so zustande, da Co” die im Extrakt vorhandene Dipeptidase 
aktiviert. Die freiwerdende d-Aminosiure wird durch die in diesen 
Extrakten ebenfalls vorkommende d-Aminosiure-Oxydase oxydativ 
desaminiert. Unter diesen Bedingungen kommen natiirlich auch die /- 
Peptidasen zur Wirkung; die /-Aminosiuren werden aber nicht des- 


16 KE, Bammannu. O. Schimke, Biochem. Z. 310, 119[1941]; Naturwiss. 
29, 558 [1941]. 
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aminiert, da das entsprechende Ferment im Extrakt fehlt. Als End- 
produkte des ganzen Vorganges bleiben also Glycin, eine optisch aktive 
Aminosaure, in diesem Fall J-Alanin, und die aus dem Abbau des d- 
Alanins resultierende optisch inaktive Ketosaure sowie NH, iibrig. 

Seit den Untersuchungen von H. A. Krebs ist bekannt, daB Ex- 
trakte aus Acetontrockenpulver der Niere d-Aminosdure-Oxydase ent- 

halten. Waldschmidt- Leitz hatte sich zumindest in seinen Versuchen 
davon tiberzeugen miissen, ob zugesetzte d-Aminoséure mit Hilfe der 
Bestimmung der spezifischen Drehung quantitativ ,,wiedergefunden“ 
wird. Es bleibt allerdings unverstandlich, wie es dazu kommt, daB Titra- 
tionsmethoden und Bestimmung der spezifischen Drehung unter diesen 
Versuchsbedingungen trotz Zusatz von Kobalt als Aktivator der d- 
Dipeptidase gleiche Spaltungswerte fiir das racemische Dipeptid liefern. 
Zweifellos wire auch Waldschmidt-Leitz und Exner die Feststellung 
nicht entgangen, daB Acetontrockenpulver nebéen d-Aminosaure-Oxydase 
auch d-Dipeptase enthalten, wenn sie nicht eine gerade fiir diesen Fall 
unbrauchbare Methode benutzt hatten. 

In der Arbeit dieser Autoren findet sich als Widerlegung unserer 
Erklarung, die sich auf den Stillstand der Hydrolyse durch die hemmende 
Wirkung der Spaltprodukte bezieht, folgende Bemerkung: ,,Sie (die Er- 
klarung) hatte namlich zur Voraussetzung, daB die Affinitat der Pepti- 
dase zu Dipeptiden gleicher Zusammensetzung wie d,l-Leucylglycin und 
d,l-Glycylleucin, welche die namlichen Spaltprodukte liefern, numerisch 
die gleiche ware, da die Hydrolyse in beiden Fallen bei 50% zum Still- 
stand kommt; dies ist aber nicht der Fall.‘ An dieser Feststellung ist 
bemerkenswert, daB wir den Verlauf der Hydrolyse beider Komponenten 
von d,l-Glycylleucin in der erwahnten Arbeit gar nicht untersucht haben. 
Da Waldschmidt-Leitz sich auch hier auf unveréffentlichte Versuche 
beruft, méchte ich ihn auf Grund einiger Beobachtungen zur Publi- 
kation seiner Ergebnisse veranlassen. Aus diesen Versuchen geht nam- 
lich hervor, daB man noch andere Bedenken gegen die Gleichsetzung 
beider Peptide haben kann. 

Merkwiirdigerweise hat man sich bei allen Untersuchungen iiber die 
Spezifitat proteolytischer Enzyme auffallend wenig um chemisch ver- 
schiedene Eigenschaften der Peptidbindung in den Substraten gekiim- 
mert. Spaltet man Peptidbindungen auf chemischem Wege mit Hilfe 
von Natriumhypochlorit, so zeigt die Geschwindigkeit dieser Reaktion 
bei den einzelnen Peptiden auffallend groBe Unterschiede. Der Abbau 
der Aminoséuren geht nach K. Langheld!’ so vor sich, daB dieses 
Oxydationsmittel mit qg-Aminosaéuren unter Bildung der Natriumsalze 
stickstoffchlorierter Séuren reagiert. Diese Substanz ist nur bei niedriger 
Temperatur kurze Zeit haltbar. Sie zerfallt unter Desaminierung und 
Decarboxylierung, wobei je nach Art der Aminoséure verschiedene 


Aldehyde oder eine um ein Kohlenstoffatom armere Dicarbonsaure 


17 Ber. dtsch. chem. Ges. 42, 392 [1909]. 
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zuriickbleiben kénnen!8, Wir haben den Abbau von Peptiden durch 
Hypochlorit im Warburg-Apparat untersucht, wobei als MaB fiir die 
Geschwindigkeit der Spaltung von Peptidbindungen die in einer be- 
stimmten Zeit freigesetzte Menge CO, diente!®. Dies war unter Einhal- 
tung bestimmter Versuchsbedingungen méglich, die aus den unten 
beschriebenen Ansatzen ersichtlich sind. Die in den untersuchten Pep- 
tiden enthaltenen Aminosauren Alanin und Leucin liefern unter gleichen 
Bedingungen 1 Mol CO,, Tyrosin und Glycin dagegen 2 Mol CO,, dessen 
Freisetzung in den ersten 20 Min. nahezu quantitativ abgeschlossen ist’. 
Versuchsansitze in kegelférmigen Warburg-GefiBen: 1,5 ccm m/10-Phos- 
phatpuffer py 6,3, 0,5 cem m/100-Peptidlésung, im seitlichen Anhang 0,5 cem 
NaOCl-Lésung (mit 12,7 mg NaOCl) unmittelbar vor dem Versuch mit Essig- 
siure auf py 7,7 eingestellt. Da beim Abbau von EiweiBkorpern mit Hypo- 
chlorit je nach Art des Substrates neben CO, eine bestimmte Menge gasférmigen 
Stickstoffes entsteht, haben wir jeweils Parallelversuche mit besonderen Ge- 
fiBen durchgefiihrt, die im vergréBerten Einsatz 1,0 ccm 10-proz. KOH zum 
Zwecke der schnellen Absorption der Kohlensiure enthielten. Thermomanometer 
ohne Peptid-Lésung. Temperatur 38°. Nach Temperatur und Druckausgleich 
wurde die Hypochloritlésung in den Hauptraum der GefaéBe eingekippt. 





























Ss : CO, in cmm nach Abzug maximal 
0 oe. NaOCl der ermittelten N,-Werte | mégliche | Spaltung 
. pening in mg Menge in in % 
a. 30 | 60’ | 90" emm 
|,d-Leueylglycin 12,7 20 22 | 22 336 7 
/,d-Valylglyein 12,7 16 16 16 336 5 
l,d-Alanylglycin 12,7 38 59 81 336 24 
/-Leucyl-l-tyrosin | 12,7 193 224 | 244 336 73 
Glyeyl-d-Leucin 12,7 207 229 248 336 74 
Glycyl]-i-Leucin 12,7 172 217 | 242 336 72 








Tab. 2. Spaltung von Dipeptiden durch Hypochlorit 


Hier interessieren besonders die grofen Unterschiede in der Ge- 
schwindigkeit des Abbaues zwischen Leucylglycin und Glycylleucin, 
dessen optische Antipoden gleichschnell angegriffen werden. Diese Beo- 
bachtungen lassen sich wohl nur so erklaren, daB die Festigkeit der 
Peptidbindung zwischen den einzelnen Aminosauren je nach Struktur 
des Peptids verschieden ist!®*. Zur Auslésung der Reaktion ist sowohl 
bei den Aminoséuren!? wie bei den Peptiden eine freie a-Aminogruppe 
notwendig. Dies ergab sich aus Versuchen mit Benzoylglykokoll, Car- 
bobenzoxy-l-leucin und Carbobenzoxy-glycyl-d,/-alanin, bei denen sich 
nach Einwirkung von Hypochlorit keine CO,-Entwicklung feststellen 
lieB. Es scheint mir wichtig, solehe Untersuchungen bei der Klérung von 
Spezifitatsfragen proteolytischer Fermente mit heranzuziehen. 


18 H, D. Dakin, Biochem. J. 11, 79 [1917]. 

19 H. Herken u. J. Schunk, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol 206, 102 [1949]. 

192 Vgl. F. Abderhalden u. H. Sickel, diese Z. 170, 134 [1927]; - u. 
H. Brockmann, diese Z. 170, 146[1947]; - u. S. Suzuki, diese Z. 170, 158 [1947]. 
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In den Organextrakten aus Meerschweinchenleber und Niere hat 
R. Merten einen sehr verschiedenen Gehalt an Fermenten gefunden, 
die Glycyl-l-leucin und Glycyl-d-leucin spalten. Solange nicht alle 
Kinzelheiten tiber den Wirkungsmechanismus proteolytischer Fermente 
bekannt sind, kann man unter Beriicksichtigung der oben angefiihrten 
Beobachtungen aus dem Befund, da8 Glycyl-l-leucin besser hydrolysiert 
wird als /-Leucylglycin, nicht auf ein spezifisches Ferment fiir dieses 
Substrat schlieBen. Mehr Berechtigung zu dieser Annahme wiirde bei 
umgekehrtem Verhalten vorliegen. Dies ist z. B. nach Untersuchungen 
von R. Merten bei der Spaltung der unnatiirlichen Komponente 
beider Peptide durch die Enzyme aus Leberextrakten der Fall, bei 
denen die sterische Hinderung durch die Kohlenstoffkette des d-Leucins 
dem auf die /-Komponente eingestellten Ferment gegeniiber in beiden 
Fallen die gleiche ist. Es kann daher gar kein Zweifel dariiber bestehen, 
daB gleiche Mengen Gewebsextrakt beide Komponenten von d,l-Leucy]- 
glycin und d,l-Glycylleucin unter sonst gieichen Versuchsbedingungen 
mit verschiedener Geschwindigkeit hydrolysieren. Mit den sich aus dem 
Verhalten von Peptiden gegeniiber Hypochlorit und der Hydrolyse 
durch proteolytische Fermente ergebenden Fragen werden wir uns in 
einer spateren Arbeit noch beschaftigen. 

Im AnschluB an die Arbeit von F. Kég] und H. Erxleben”® sind 
zahlreiche Untersuchungen erschienen, die sich mit der enzymatischen 
Hydrolyse von sogenannten d-Peptiden durch die Enzyme aus Carcino- 
men und normalen Geweben befaBten. Diese Untersuchungen haben in 
verschiedenen Arbeitskreisen iibereinstimmend zu dem Ergebnis gefiihrt, 
daB die sterische Spezifitaét der proteolytischen Fermente bei den Di- 
peptiden keineswegs so ausgepragt ist, wie man bisher annahm. Es kann 
heute als gesichert gelten, daB es d-Dipeptidasen sowohl in normalen 
Organen als auch in Carcinomen gibt. E. Waldschmidt-Leitz und 
K. Mayer! waren die ersten, die iiber das Vorkommen solcher Fer- 
mente ausschlieBlich in Carcinomseren berichteten. Diese Befunde konn- 
ten allerdings ebenso wie die Behandlungserfolge an Benzpyrentumoren 
mit Peptiden nicht bestatigt werden. Die Autoren haben sich hierzu 
spater nicht mehr geéuBert, die Behauptungen aber auch nicht zuriick- 
genommen. Es erschien statt dessen noch eine Arbeit mit positiven 
Ergebnissen an d-Tripeptiden ”. 


20 Diese Z. 258, 89 [1939]. Z 

*1 Diese Z. 262, IV [1939]. 

2 E. Waldschmidt-Leitz, R. Hatschek u. R. Hausmann, diese Z. 
267, 79 [1940]. 





